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Kolloidchemische Untersuchungen iiber Edestin. II. 
Von 
K. Holwerda. 
(Aus dem van ’t Hoff-Laboratorium der Reichsuniversitat in Utrecht.) 
(Eingegangen am 22. August 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Ausgangspunkt fiir die weitere Untersuchung. 


Bei den im ersten Teile dieser Abhandlung mitgeteilten Unter- 
suchungen! war der Eindruck erhalten worden, daB die Peptisierung 
von Edestin durch Salzlésungen besonders der Beeinflussung der Solva- 
tation des kolloiden Teilehens durch die hinzugefiigten Jonen  zu- 
geschrieben werden muB, wobei an erster Stelle die Art des Anions 
das Verhalten der erhaltenen Sole bedingt. 

Die weitere Untersuchung bezweckte nun in erster Linie, iiber den 
Charakter dieser solvatisierenden Wirkung nahere Ayfklarung zu er- 
langen. 


Da zu einer richtigen Beurteilung zunachst eine nahere Kenntnis 
des MaBes der Adsorption erforderlich war, wurde die quantitative 
Zusammensetzung der abgeschiedenen Koazervate mit verschiedenen 
Elektrolytlésungen durch Wasserhinzufiigung untersucht und dabei 
im besonderen verfolgt, wie sich deren Zusammensetzung bei ab- 
nehmender Salzkonzentration verandert. In Zusammenhang mit dem 
Verlauf der Viskositatslinien hofften wir hierdurch einen naheren Kin- 


blick in die Wirksamkeit der verschiedenen Salze bei der Peptisierung 


von Edestin zu erlangen. Im Verlaufe dieser Untersuchung erwies es 
sich noch als erwiinscht, auch die Zusammensetzung der Koazervate 
beim Aussalzen in die Untersuchung einzubeziehen, um einen besseren 
Einblick in den Verlauf der Adsorption tiber ein gréBeres Salzgebiet 
zu erhalten. 


Eine gleichartige Untersuchung war von Modderman? bei Gelatinesolen 
angestellt worden. Dieser hatte die Zusammensetzung  verschiedener 
Koazervate von Gelatine untersucht, wobei im Zusammenhang mit vor- 
liegender Untersuchung besonders die Untersuchungen tiber das Aussalzen von 
Gelatine von Bedeutung sind. Modderman konstatierte beim Aussalzen durch 
Na, SO, und ebenfalls bei dem hiermit analogen ProzeB durch Alkohol 
zusatz eine (relative) negative Adsorption in bezug auf die Zusammensetzung 

= 


' Siehe diese Zeitschr. 279, 353, 1935. 2 RLS. Tiaden Modderman, 
Dissert. Leiden 1931; L. W. J. Holleman, H.G. Bungenberg de Jong u. RLS. 
Tjaden Modderman, Kolloid. Beih. 39, 334, 1934. 
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des Milieus. Die Koazervate enthielten also einen UberschuB an Wasser, 
der parallel der Solvatation mit zunehmender Salzkonzentration ab 
nahm. Dies fiihrte zu der Vorstellung, daB dieser UberschuB an Wasser am 
stirksten an das kolloide Teilchen gebunden ist und dafX bei zunehmende: 
Salzkonzentration (bzw. Alkoholkonzentration) die zu dem kolloiden 
Teilechen gehérende Fliissigkeitsschicht allmahlich von der eindringenden 
Loésung von stirkerer Konzentration verdrangt wird, wobei auch der Wasser 
iiberschuB abnimmt. Dieser VerdringungsprozeB kénnte nach Moddermay 
das Entstehen einer mehr konkreten Grenzschicht! durch eine eintretends 
maximale Konzentrationsabnahme bewirken, wodureh = schlieBlich Ko 
azervation eintritt. 

Obgleich der feinere Mechanismus der Aussalzung von Gelatine auch 
nach Holleman, Bungenberg de Jong und Modderman* durch diese Unter 
suchungen vielleicht nicht véllig erklart ist, muB man jedenfalls hieraus 
schlieBen, daB es sich beim Aussalzen nicht nur um eine dehydratisierende 
Wirkung der zugefiigten Ionen handelt. Die eintretende Desolvatation ist 
jedoch bei dem Aussalzen von Gelatine zugleich von einer Deh ydratation 


begleitet. 


Obgleich die abgeschiedene eiweiBreiche Unterschicht bei Wasser- 


zusatz zu Edestinsolen wahrscheinlich nicht als ein ,,reines*‘ Koazervat 
betrachtet werden muB*%, schien es angebracht, bei der Auswertung 
der AnalysenreMiltate einige Begriffe zu verwenden, die Modderman bei 
der Untersuchung von Koazervaten von Gelatine eingefiihrt hat. 


Hierdurch wird eine bessere Ubersichtlichkeit der Analysenresultate 
erzielt und ein Vergleich der beiden Vorgange, der Koazervation von 
Gelatinesolen und der ,,Koazervation® von Edestinsolen untereinander 
kann vielleicht dazu beitragen, die Einsicht in diese Erscheinung deut- 
licher zu gestalten. 

Unter der Gréfe der Solvatfliissigkeit (oder Solvatation) wird die 
Menge der molekular dispersen Phase per 1 g kolloiden Stoff ver- 
standen. 

Gleichgewichtsfliissigkeit wird die Fliissigkeit genannt, die mit dem 
Koazervat im Gleichgewicht ist nach Entziehung des noch darin 
befindlichen kolloiden Stoffes. 

Bei der Bestimmung des Uberschusses muB man _ unterscheiden, 
ob die Adsorption positiv oder negativ ist, d. h. ob die Solvatflissigkeit 
mehr oder weniger von dem aufgelésten Stoff enthalt als die Gleich- 
gewichtsfliissigkeit. Im ersten Falle besteht ein UbermaB an aufgeléstem 


1 Uber die Begriffe ,,konkrete‘‘ Grenzschicht und _ ,,diffuse‘‘ Grenz- 
schicht siehe man z. B. H.G. Bungenberg de Jong u. H. R. Kruyt, Wolloid 
zeitschr. 50, 46, 1930. - 2 L. W. J. Holleman, H.G. Bungenberg de Jony 
und R. S. Tjaden Modderman, Kolloid. Beih. 39, 397, 1934. — * Wie 
noch des weiteren nachgewiesen werden wird, ist es wahrscheinlich, 
daB bei der ,,Entmischung‘S der Edestinsole durch Wasserhinzufiigung 
intermicellare Kohiasionskrafte mit im Spiele sind, wahrend bei (reinen) 
Koazervaten im allgemeinen angenommen wird, daBs die Micellen ihre 
Selbstandigkeit im Koazervat v6llig behalten. 
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Stoff, im zweiten Falle ein UbermaB an Wasser im Koazervat. Unter 
UberschuB wird nun diejenige Menge aufgelésten Stoffes oder Wassers 


verstanden, die der Solvatfliissigkeit entzogen werden mu, damit 
diese nach Entfernung desselben in der Zusammensetzung der Gleich- 
vewichtsfliissigkeit gleicht. 


Il. Untersuchung der Koazervate. 
a) Ausscheidung der Koazervate. 


Fiir die auszuftihrenden Versuche war verhaltnismabig viel Edestin 
erforderlich, und die bei der Herstellung des Standardpraparats (siehe 
|. Teil) fiir die Viskositaétsmessungen angewandte, recht zeitraubende 
Darstellung desselben wurde daher etwas verkiirzt. 

Es wurde von einer groBen Menge Hanfmeh! ausgegangen, das durch 
Extraktion von grob gemahlenem Hanfsamen mit Petrolaither und teilweiser 
Entfernung der Hiillen erhalten wurde. 

Aus demselben wurden immer die benutzten Standardsole bereitet, die 
zur Herstellung der Mischungen von verschiedener Zusammensetzung 
dienten, von denen fiir die Ausscheidung der zu untersuchenden Koazervate 
ausgegangen wurde. 

Die Herstellung der Standardsole erfolgte in entsprechender Weise, 
wie diese schon bei der Bereitung des Standardpriparats Beschrieben ist. 
Nur wurde hierbei im allgemeinen eine kleinere (uareine) Vorfraktion ent- 
fernt. Auch die Dialyse wurde weggelassen. Man darf wohl annehmen, 
daB fremde Ionen durch die angewandte Bearbeitung (Peptisierung durch 
lie Salzlésung, Klarung durch Zentrifugieren, Fallen durch Wasserzusatz, 
Zentrifugieren des Edestins und mehrfache Wiederholung dieser Bear- 
beitung!) wohl ziemlich ganz verdrangt wurden. 

Die Einsteilung der Gleichgewichte erfolgte dadurch, dal} ein bestimmtet 
Komplex in einer geschlossenen Glasr6hre wahrend einiger Stunden in 
einem Thermostat bei 25° C bewegt wurde. Der Inhalt der Réhre 
wurde meistens vorher etwas erwarmt, und zwar derart, dai das Edestin in 
der Réhre vor dem Hineinbringen in den Thermostat véllig peptisiert war: 
das Koazervat schied sich aus dem Edestin also durch Abkiihlung auf 25° C 
im Thermostat ab. Nach der Einstellung des Gleichgewichts wurde die Réhre 
noch 12 bis 24 Stunden im Thermostat in Ruhe gelassen, wonach die ge- 
wohnlich allerdings noch etwas opalisierende Oberschicht gréBtenteils 
abgegossen oder abpipettiert werden konnte. Da sich die Unterschicht im 
allgemeinen nicht rein abschied, wurde der Rest schlieBlich bei 25° C zentri- 
fugiert; nach Erstarrung der Unterschicht (mit Vakuolisation) durch schnelle 
Abkiihlung kann jetzt der Rest der Oberschicht entfernt werden. 

Die mehr viskosen Koazervate oder Flocken vereinigen sich anfangs beim 
Zentrifugieren noch zu einer homogenen Schicht, bis die dann auftretenden 
Mikrokoazervate in Form halb fester bis véllig fester Niederschlage auch bei 
Zentrifugieren nur noch eine Paste bilden, in welcher zwischen dem festen 
Stoff noch eine gewisse Menge der Gleichgewichtsfliissigkeit enthalten ist. 
Es ist selbstverstandlich, daB bei nicht vollkommener Trennung der beiden 
Schichten (durch Zentrifugieren) die Analyse kein richtiges Bild von der Zu 


' Durch dieses Verfahren wurde, wie sich zeigte, das py 
meisten Fallen etwas nach der sauren Seite verschoben. 
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sammensetzung derselben ergibt ; speziell gilt dies von der GréBe der Solvat 
fliissigkeit, deren Wert in diesen Fallen nicht bestimmt werden konnt« 

Der berechnete fehlerhafte (zu groBe) Wert diente ausschlieBlich zu 
Berechnung des Uberschusses, der auch in diesen Fallen einen brauchbare: 
Vergleich ermdglichte, da die unvollstandige Trennung der beiden Schichte: 
auf die GréBe des berechneten Uberschusses von geringem EinfluB_ ist 
Es leuchtet ein, daB der berechnete Wert des Uberschusses auch in dieser 
Falle unbeschadet eines véllig falsehen Wertes fiir die GréBe der Solvat 
fliissigkeit sehr wenig von dem richtigen Werte abweicht. Aus der gegebene 
Definition folgt, daB der Wert des Uberschusses sich nicht durch Hinzufiiguny 
von Gleichgewichtsfliissigkeit zum Koazervat andert. In den hier in Frag: 
stehenden Fallen enthalt die Oberschicht gew6hnlich noch sehr wenig Eiwei! 
und stimmte in ihrer Zusammensetzung ziemlich mit der Gleichgewicht 
fliissigkeit tiberein; durch das in der Oberschicht noch vorhandene Eiwei! 
wird der UberschuB (der pro 1g EiweiB ausgedriickt wird), nun so gut wi 
gar nicht beeinfluBt. Dasselbe gilt fiir ein vorhandenes UbermaB an Wasser. 
das auch durch einen negativen UberschuB8 an Salz ausgedriickt werden 
kann. Eine negative Adsorption ist in der spateren Ubersicht der Resultat: 
auf beide Arten angegeben. 

Ferner wurde noch die Zahl berechnet, welche das Verhaltnis ¢,/c, de 
Salzkonzentration der Solvatfliissigkeit und der Gleichgewichtsfliissigkeit 
ausdriickt, die jedoch bei unvollstandiger Scheidung der beiden Schichter 
nur dann noch ziemlich richtig ist, wenn die Verhaltniszahl sehr weniy 
von | abweicht. In den tibrigen Fallen gibt sie bei unvollstandiger Scheiduny 
der beiden Schichten keine richtigen Resultate. Der gefundene Wert isi 
in diesen Fallen bei positiver Adsorption zu klein, bei negativer Adsorption 
zu grok. 


Bei der ziemlich einfachen Berechnung des Uberschusses kénnen di 
folgenden Formeln dienen. Wir kénnen die beiden folgenden Falle unte: 


scheiden: 


| Cy we 
U S (c, es) UberschuB (an Salz). 
2? C5 ( 1 
U S (ce, ——¢,) negativer UberschuB (Defizit) an Salz. 
Hieraus: . 
S(Cg—¢,) », ; , 
UberschuB (an Wasser). 
Cg 
[U UberschuB in mg Salz pro 1g EiweifS (bzw. in Gramm Wasser pro | ¢ 
EiweiB); S Solvatfliissigkeit; c¢, Salzkonzentration der Solvatfliissiy 
keit in mg pro 1g Fliissigkeit; ¢, Salzkonzentration der Gleichgewicht- 


fliissigkeit pro 1 g Fliissigkeit.] 
Der UbersehuB an Wasser ist auch direkt aus der gegebenen Definitic: 
abzuleiten. Die Solvatfliissigkeit kann man sich aus dem UberschuB a 


Wasser mit der iibrigbleibenden Fliissigkeit (= S U) bestehend denken. 


deren Zusammensetzung nun mit der Gleichgewichtsfliissigkeit iiberei 
stimmen mub. 
Also (S U) tc Se, 


a 
oder auch U=8§ (1 =} 
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Wir weisen noch darauf hin, daB der UberschuB an Salz ein Ma fiir die 
elative Adsorption ist. Daneben wird auch die absolute Adsorption des 
hinzugefiigten Salzes angegeben. Bei den mehr festen Niederschlagen konnte 
dieser Wert aber nicht bestimmt werden. 


)) Uber dieangewandten Analysenmethoden bei der Untersuchung der Koazervate. 

Von den Koazervaten wurde der EiweiBgehalt, der Feuchtigkeits- 
gehalt und der Salzgehalt bestimmt, in der Oberschicht ausschlieBlich 
KiweiB- und Salzgehalt. 

Der EiweiBgehalt wurde nach der Ayjeldahlschen Methode bestimmt. 
Bei den Koazervaten mit NaC NS lieB sich diese nicht anwenden und 
wir begniigten uns mit einer indirekten Bestimmung des EiweiBgehaltes aus 
dem gefundenen Feuchtigkeits- und dem Salzgehalt. 

Bei der Bestimmung des Salzgehalts der Koazervate muB strikt ge- 
nommen immer ein Unterschied zwischen der Adsorption des Kations und des 
Anions gemacht werden, es sei denn, daB man bei der sogenannten iso- 
ionischen Reaktion arbeitet. Dies war im allgemeinen nicht der Fall, viel 
mehr bestand in den meisten Fallen eine etwas bevorzugte Anionen- 
adsorption, wie aus der Erhéhung des pu durch die zugefiigten Salze erhellt 
(siehe I. Teil II1Tb, 8S. 358). Der Unterschied in der Adsorption der Anionen 
und der Kationen war indessen in den meisten Fallen nur gering, wenigstens 
bei ziemlich neutraler Reaktion. Bei ziemlich stark saurer Reaktion ist 
der Unterschied gr6Ber; im allgemeinen erwies es sich jedoch nicht nétig, 
immer beide Ionen zu bestimmen. 

Zur Bestimmung des Cl-lons und des J-lons wurden die Koazervate 
unter Hinzufiigung von 5 bis 10cem n/10 Natronlauge eingedampft und 
hierauf in einer Platinschale in einem Muffelofen verascht; Temperatur 
des neben die Schale_ gestellten Thermometers héchstens 500°C. Es 
erwies sich als nétig, einen ziemlich groBen UberschuB Lauge zuzusetzen, um 
erhebliche Verluste an Cl oder J zu verhindern. Ein geringer Verlust an J 
war auch dann nicht auszuschlieBen; die Resultate sind aber brauchbar. 

Es war noétig, die Kohle vollstandig zu verbrennen, und da dies bei 
einem zeimlich hohen Salzgehalt bei 500°C schwer erreicht wird, wurde 
nach Verkohlung und teilweiser Verbrennung der Rest der Kohle mit 
heiBem Wasser ausgezogen und eventuell noch einmal nach Wiederholung 
dieser Extraktion der tibrigbleibende Rest der Kohle sehlieBlich ganz 
verbrannt. Insbesondere wurden Spuren J’ sehr hartnackig von den 
Kohlenresten festgehalten. 

Nachstehend (S. 322) folgen die Resultate einiger Kontrollbestim- 
mungen unter Hinzufiigung bekannter Mengen Salzl6sung zu_ elektro- 
dialysiertem Edestin. 

Die Bestimmung der Kationen geschah durch Abrauchen und Ver- 
brennen mit einem UbermaB H,SO, und nachfolgender Behandlung mit 
(NH,),CO, in der iiblichen Weise. 

Auch bei den Koazervaten mit Na,SO, wurde mit Schwefelséure ab- 
geraucht und verbrannt, da trockene Veraschung etwas niedrigere Resultate 
ergab. Besonders aber bei Anwesenheit von Li-Salzen wird das primar 
gebildete LiS bei trockener Veraschung offenbar schwer wieder in Li, SO, 
verwandelt, so daB dann fraglos Behandlung der Asche mit Schwefelsaure 
erforderlich ist. Beim Abrauchen der Koazervate mit Schwefelsaure war 
eine Spur Verlust nicht immer mit vollkommener Sicherheit auszuschlieBen. 
Die Verhaltniszahlen kénnten hierdurch bisweilen etwas zu niedrig sein 
(Fehler im allgemeinen < 0,02); bei hohem Salzgehalt sind die Resultate 
relativ weniger von dem Versuchsfehler beeinfluBt. 
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» re Ld U ‘ 
Kontrollbestimmungen von dem Cl- und J-Gehalt 
der Koazervate. - 
(Fiir 0,5 g Edestin muB hierbei 0,4 cem n/100 AgNO, in Rechnung gebracht 
werden. Ferner sei noch bemerkt, daB 0,5 g Edestin mit 0,3 ceem n/10 Lauge 
pro 25cem Wasser ein px von 8,23 ergab.) 





Fehler in 
der hinzu 

Titriert gefiigter 
Menge 

Cl’ oder 


) em von 10 cem 0,08 n NaCl+ 0,5 ¢ 


Edestin + 0,4ccm n/10 Lauge . . 28.4 .n/100 Ag NOs 6,6 
b) Ausgegangen von 10 cem 0,03 n NaCl + OL bg 
Edestin + 5cem n/10 Lauge . . ... . #30,5.n/100 a + 0,3* 
:) Ausgegangen von 5cem 0,08n NaCl + 0,5 ¢ ¢ 
Kdestin + 5cem n10 Lauge . . 15,6 . n/L00 m + 1,37 Ke 
d) Ausgegangen von 10cem 0,404 n NaJ + 0.5 5e 10 
destin + 0,4cem n/10 Lauge . 36,8. 0/100 ' — 9,8 
) Ausgegangen von 10 ccm 0,404 n NaJ +045 5g 
Edestin + 5ecem n/10 Lauge . . .. . . «» 39,8.n/100 “ 2.4 
f) Ausgegangen von 10cem 0,404n NaJ + 056 
Edestin + 5cem n/10 Lauge . . 39,8.n/100 , 2.4 12 
g) Ausgegangen von 20ccm 0,404n Na J +0 5g 
Edestin + 10cem n/10 Lauge ..... 80,2 . n/100 n — 1,2 


* Nach Kolthoff sollte man 0,79!) der gefundenen Chloridmenge abziehen, da etwas ( 
an das prizipitierte AgNO, adsorbiert wird und durch Auswaschen schwer zu entfernen ist 
J.M. Kolthoff, Die MaBanalyse, II. Teil (1928), S. 220. 


c) Analysenergebnisse der Koazervate. 


Nachstehend folgen die erhaltenen Analysenresultate (siehe Tabelle La) : 
die daraus berechneten Salzkonzentrationen der Solvatfliissigkeit und 
der Gleichgewichtsfliissigkeit und die hieraus abgeleiteten Werte fiir die 
iibrigen Gré6Ben sind in der beigegebenen Tabelle Ib angeordnet. Dir 
Temperatur bei allen diesen Versuchen betrug 25°C, abgesehen von einem = 
Versuch bei 20°C. 

Die EiweiBkonzentration des Komplexes, von dem ausgegangen ist. 
hetragt bei der Koazervation mit NaCl 15,7 °,, wenn keine besondere Angaly 
hieriiber gemacht wird. Bei den iibrigen Koazervaten wechselte der Eiweil 
gehalt des Komplexes etwas; derselbe war aber bei jeder Serie gleich 

Die Ziffern zwischen den Klammern beziehen sich auf den Salzgehalt, 
berechnet aus dem Cl’- oder dem J’-Gehalt. Bei den iibrigen Analysen wat 
das Salz als Na,SO, bestimmt. 





Tabelle Ia. Analysenresultate der Koazervate durch Wasse1 
hinzuftiigung zu Edestinsolen (peptisiert mit Salzlésungen 





; Jo prizip. |) Oberschicht Unterschicht 
Nr. iweiB - " . eieeriareanesieris 
~ Kiweib Salz Eiweif | Wasser | Salz 
Koazervate mit NaCl. 1. Serie; pq = 6,7. 
1 56 8,25 3,59 42.0 53,7 2,29 
2 54 9,47 3,80 39.8 57,5 2,63 
3 27 12,65 4.08 31,7 64,1 3,35 
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Tabelle [a (Fortsetzung). 
racht 0 Hig Oberschicht Unterschicht 
aa ee 
saute : Eiweif Salz EiweiB Wasser Salz 
= 2. Serie; py 6,0. 
rin 4 90 2,27 4,56 48.0 49.5 2,39 
noe 5 53 9,60 5,29 39,3 3,65 
nge 6 18 13,80 5,98 28,5 65.1 5,04 
der 
3. Serie; Pa nicht bestimmt. 
7 64 6,94 4,39 (4,55) 42.4 54,2 (2,77 (2,81) 
WG 8 46 11,05 4,61 (4,66) 35,8 60,9 (3,39) 
D3 4. Serie; Pq nicht bestimmt. 
Y (EiweiBkonz. des 35 12,30 | 4,50 (4,65) 36,0 60,9 (3,44) 
1,37 Komplexes = 10,5 °/o) 
10 = (bei 200) 59 7.94 4,78 (4.90) 44.8 50.5 2.86 (3,00) 
Y 8 
Koazervate mit NaJ; py 7,0. 
) ~ . 9F7 (90 ‘ = ¢ ‘ 
2,4 11 72 2,16 3,57(3,61)| 23.4 72,2 |3,10 (3,19) 
. 12 44 5,23 4,45 (4,47) 23,8 71,1 | 3,84 (3,95) 
24 13 (gehért nicht zu 20 8,76 5,45 16,2 75.2 (5,45 
derselben Serie) 
| 2 
Koazervate mit NagSO4; py 6,7. 
Vas ( 9 
en ist 14 80 2.45 2.98 47.5 50,0 1.65 
15 46 5,42 3,93 46,5 50,4 2,23 
16 7 14.8 4,15 50,4 2,42 
I Koazervate mit LigSO4; pa 6,6. 
a); = me * 2 ee 
saad 17 - 5,23 2.54 45.9 51.5 1,49 
» ie 18 67 5,92 2,81 49,1 49.1 1,57 
D 19 25 12,4 2,88 51,8 46,6 1,69 

l¢ 

inen 
Oberschicht Unterschicht 
ist Nr. 0/9 prazip. 

f Eiweif P : Eiweif 2 . Eiweif 
gabe Wasser Salz (indir.) Wasser Salz (indir.) 
veil) 
eich Koazervate mit NaCNS; py = 6,9. 
halt, 20 865 97,1 1,48 1,42 66,5 112 | 324 
war 21 73 95,2 1,67 3,13 68,5 1,32 30,2 

22 47 91,7 2.04 6,26 70,3 1,72 28,0 
sel 7 
—_ “" 0 a, prizip. Oberschicht : Unterschicht 
— Eiweib Salz EiweiB Wasser Salz 
. Koazervate mit BaCl,; pg = 7,0. 
23 81 4,30 5,16 42.1 52,9 3,92 
24 40 11,8 5,75 33,7 60,9 5,02 
4 . ‘ ~ 
Koazervat mit MgS04; po = + 7,0. 


) 25 50 1,28 2,94 41,2 2,11 
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K. Holwerda: 


Bei der Beurteilung der Analysenresultate der Koazervate, die durch 
Wasserzusatz zu Edestinsolen erhalten waren, ergab sich der Nachteil, dai 
der Peptisationsbereich zu klein ist, um bei relativ geringen Verainderungen 
der Adsorption einen Eindruck von dem Verlauf derselben zu erlangen 
AuBerdem wurde diese Beurteilung durch Fraktionsunterschiede sel 
erschwert (siehe S. 328). 


Wir haben versucht, dem erstgenannten Ubelstande dadurch zu be 
gegnen, dafi wir auch die mehr festen Niederschlage bei niedrigerer Salz 
konzentration in derselben Weise wie die mehr fliissigen Koazervate unte 
suchten und zugleich hierbei noch die Koazervate oder Ausflockungen bei 
hoherer Salzkonzentration verglichen, sofern bei diesen Salzen bei zu 
nehmender Salzkonzentration Aussalzung stattfindet (siehe Tabelle [I1) 
Bei neutraler Reaktion ist dies von den genannten Salzen nur mit Na, SO, 
modglich; bei ziemlich stark saurer Reaktion wirken aber auch NaCl und 
Li, SO, bei hoher Konzentration aussalzend. Bei den festen Niederschligen 
bei niedrigerer Salzkonzentration ergibt sich freilich der bereits genannte 
Ubelstand, daB eine reine Abscheidung der Koazervate infolge der zu geringen 
Solvatfliissigkeit nicht médglich ist ein Nachteil, der auch bei denjenigen 
Koazervaten vorlag, die durch Aussalzen mit Na,SO, und Li,SO, abge- 
schieden wurden —, doch kénnen wir einen Eindruck von der Adsorption 
bekommen und der Wert des Uberschusses kann dessen ungeachtet ziemlich 
genau bestimmt werden. 


Tabelle Il. Analysenresultate der Flockungen bei niedriger 
Salzkonzentration. 











Oberschicht Unterschicht 
Nr. oon mt ‘ 
Eiweifi Salz Eiweif Wasser Salz 
26 (mit NaCl)... . 0,0 1.86 (1,90) 29,1 68.6 1,37 (1,41) 
i ie |) re 1,37 3,27 39,3 56,9 2,50 
mod, ees O,). 6s 0,0 1,82 31,0 66,4 1,27 
29 { 4 Lag8O,). . . 2,59 2,21 45,3 52,2 1,31 
Hieraus berechnet : 
Vit Ra Uber- 
9% Salz %o Salz =— Uber- schuB 
Ni der der Gleich-| Verhaltniszahl | gpjyar-| schuB | an Salz 
; Solvat- gewichts- | C1/es fliissig- | an Salz _in 
fliissigkeit | fliissigkeit | keit in mg Milli- 
aquiy 


26 (mit NaCl) 1,92 (1,99) 1,86 (1,90) > 103 (> 1,045) < 2,43/1,4 (2,2))0,02 (0,04) 


27 (, NadJ) 4,12 3,32 > 1,24 < 1,55) 12,4 0,08 
28 (., NagSO,) 1,86 1,82 > 1,02 < 2,23) 0,8 0,02 
29. (, Lig S 0,4) 2,34 2,27 > 1.06 <1,21| 1,4 0,03 


Tabelle II]. Analysenresultate der Koazervate durch Aussalzen 


a) Aussalzen durch NagSO4; pa = 7,0. 





/) prizip. Oberschicht Unterschicht 
Eiweib 


Eiweib Salz Eiweif 


Wasser Salz 


30 51 5,71 9,12 42.6 52,4 4,92 
i 74 2,77 10,08 42.3 51,5 5,41 
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Tabelle III (Fortsetzung). 


Hieraus berechnet : 





9/9 Salz 


der Gleich- Verhultnis- | 9% 5? ao 


9/9 Salz 


Uberschub 





Nr. der Solvat- gewicht si Solvat- —e Sal ‘ 
t‘cciokai 5S- Zanl ¢;/C¢ setak at an Saiz an SalzZ in ‘ 
fliissigkelt | fissigkeit ust | Miissigkelt | ‘in mg | Milliaiquiv. | a2 Wasser 
30 8,56 9.67 < 0,89 < 1,35 4.9 0,21 0,15 
31 9,37 10,37 < 0,90 < 1,36 — 13,5 0,19 0,138 
b) Aussalzen durch Li,SO4q; pa 5,4. 
we fo prizip. Oberschicht Unterschicht 
Ne. Kiweifs Soe ae . i omeal , 
Eiweils Salz Eiweib Wasser Salz 
32 13 8,36 10,58 40,4 6,24 
33 65 4,10 13,10 40,7 50,6 415 


Hieraus berechnet: 








9/9 Salz : 
0/9 Salz Coe Gréfe der 
ies, 1) har esmel der Gleich- Verhaltnis nag 
fliissigkeit peor el zahl ci/ey  fliissigkeit 
32 10,47 11,55 < 0,91 <. 1,47 
33 12,06 13,66 < 0,88 < 1,46 


c) Aussalzen durch NaCl; 


Uberschuf 


an Salz an Salz in 
an Wasse1 


in mg Millidquiv. 
16,0 — 0,29 0.14 
22.0 — 0,40 0,16 
Pu 5,45. 





06 priizip. Oberschicht 


Nr. ‘iweik 
ree Eiweib Salz 
34 87 2,52 10,02 
35 62 8.03 14,55 
36 83 3,72 20,43 (20,76) 
37 88 2,50 22.77 


Hieraus berechnet: 


Unterschicht 


Eiweib Wasser a Salz 
42,1 50,8 6,02 
37,0 51,8 9 82 
41,3 46,5 12,10 (13,02) 
42.3 44,9 13,35 





" %;}, Salz de GriBe 

Nr : ‘eshe “Gleich- ; Verhiltnis- A... 

: fiiissigkeit gewichts- zahl cy/¢2 fliissig- 
fliissigkeit keit 

34 10,40 10,28 1,01 1,38 
35 15,59 15,81 0,985 1,97 
36 || 20,61 (22,18) 21,21 (21,56) 0,97 (1,03)) 1,42 
37 23,14 23,35 0,99 1.37 


UberschuB 


an Salz an Salz an 


in mg in Millidquiv. Wasser 
1,7 0,03 
-4.4 0,08 0.08 
8,4(+8,7)-0,15 (+0,15) 0,04 
-29 - 0,05 0.02 


Ill. Allgemeine Folgerungen aus den vorstehenden Untersuchungen. 


a) Zusammenhang zwischen Solvatation und Peptisierungsgrad. 


Bei der Deutung der Daten tiber das 


Ausflocken von Edestinsolen 


durch Wasserzusatz wollen wir uns zunachst auf die Koazervate mit 


NaCl-Lésungen beschranken. 


An erster Stelle zeigt sich, daB die 


bei den drei untersuchten Serien um so mehr abnimmt, je geringer die 


Menge der Solvatfliissigkeit 
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Salzkonzentration der Gleichgewichtsfliissigkeit wird und je mehr Eiweib 
gefallt ist. Dies war natiirlich zu erwarten: das anfanglich fliissige 
Makrokoazervat geht bei Wasserhinzufiigung allmahlich in einen Nieder- 
schlag von mehr fester Konsistenz iiber. Eine besondere Tatsache bei 
dieser Desolvatation tritt jedoch zutage, wenn wir in allen diesen Fallen 
gegen die Menge der Solvatfliissigkeit den Prozentsatz ausgeflocktes 
KiweiB auftragen. 

Die erhaltenen Punkte liegen innerhalb einer bestimmten Zone, die 
wenig von der in der Abb. 1 gezeichneten Kurve abweicht. AuBer den 
Werten mit NaCl-Lésungen sind in dieser Abbildung noch einige Punkte 

angegeben, welche die Solvatflissigkeit von Koazer- 








¥00 a pe casas ; r ¥ : 
al | vaten darstellen, die durch Hinzufiigung von geringen 
a | Mengen BaCl, zu Edestinsolen erhalten sind, die mit 
me | NaCl peptisiert wurden: diese Analysen sind hier nicht 
3,40} | : A 
wal | aufgefiihrt. Es zeigt sich also, daB trotz stark wech- 
| | selnder Salzkonzentration die GréBe der Solvatfliissig- 
300| 8 
> 2a0| s keit der verschiedenen Koazervate beieinem gleichen 
_ ae e et } : 
‘> gap! Prozentsatz niedergeschlagenes EiweiB (bei verschie- 
34 YU 
& pup | denem py) nahezu dieselbe ist. Da die Solvatation 
S 340 
S | | ° . Ya 2% . ‘ 
S a2) somit eine GréBe darstellt, die von der Menge Salz, 
s” 0) | 8 
* 200} ! 4 die das Koazervat enthalt, nicht 
| ‘ eS : : ‘ 
180} direkt abhangig ist, darf hieraus 
160) geschlossen werden, daB das durch 
540} ero 8890 die Ionen als solche zugefiihrte 
420} | (Hydratations-)Wasser bei diesem 
105 35-30 W 50.60 70 80 90 100% Proze nicht der wichtigste Faktor 


prazip. EiweiB ist. Dies erhellt auch wohl aus den 


Abb. 1, Zusammenhang zwischen Zahlen, welche die Anzahl Milli- 

Solvatation und Peptisierungsgrad me : ; 3 

bei wechselnder Salzkonzentration. aquivalente Salz angeben, die 1 g 

< Sole, peptisiert mit Na Cl-Lé- EiweiB enthalt; die GroBe der Sol- 
sungen bei py = 6,7. Ce . j ; 

@ Sole, peptisiert mit Na Cl-Li- vatfliissigkeit wird offenbar hier- 
sungen bei Py = 6,0. durch nicht direkt bestimmt (siehe 
Sole, peptisiert mit Na CI-L6- auch S. 331). 
sungen; Py nicht bestimmt. 

Sole, peptisiert mit Na Cl-Lé- b) EinfluB der Heterogenitdt des Aus- 


sungen, welche 45 Milliaquiy. 
BaCly p. L. enthielten. 

Die Ziffern geben die NaCl-Konzen- 
tration (der Gleichgewichts- 
fliissigkeit) an in Milliiiquiv. p. L.! 


gangsproduktes bei diesen Unter- 
suchungen. 

Aus Untersuchungen Modder- 
mans hat sich gezeigt, daB das 
Viskositaétsvolumen (d.i. das theoretische Volumen der dispergierten 
Phase, berechnet aus der relativen Viskositaét nach der Einsteinschen 


, "Ns 0 =" Cae : ' 
Formel —* 5/, ~) und die Solvatfliissigkeit als Funktion der 


"Ho 


' Die Salzkonzentration der Solvatfliissigkeit weicht hiervon nur 
wenig ab (siehe Verhaltniszahlen Tabelle Ib). 
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Salzkonzentration beim Ausflocken von Gelatine ziemlich gut aneinander- 
schlieBen. Vergleicht man hiervon ausgehend den Verlauf der frither 
gefundenen Viskositatslinie von NaCl und die zugehérige Menge der 
Solvatfliissigkeit, dann fallt sofort ein gewisser Gegensatz zwischen 
dem ziemlich flachen Verlauf der Viskositatslinie (auch tiber dem 
Peptisierungsbereich) und dem starken Sinken der Menge der Solvat- 
fliissigkeit bei abnehmender Salzkonzentration auf. 

Dieser Umstand erweckte die Vermutung, daB das fiir diese Ver- 
suche benutzte Standardsol starker divergierende  Eigenschaften 
besaB als das friiher verwendete Standardpraparat von Edestin. 
Bevor wir weitere Schliisse zu ziehen berechtigt waren, mubte diese 
Frage erst niher untersucht werden. 

Zu diesem Zweck wurden aus dem Standardsol vier Fraktionen be 
reitet, und zwar dadurch, daB dieselben unter Umriihren und langsamem 
Hinzufiigen von Wasser fraktioniert gefallt wurden. Von den ersten drei 
Fraktionen, die 10°, bzw. 25°, und 54 ©, des vorhandenen Eiweibes enthielten. 
wurden nun Viskositétsmessungen ausgefiihrt bei verschiedener NaCl-Kon 
zentration, neben Messungen mit dem Eiweif} aller Fraktionen zusammen. 











Abb. 2. Viskositit von verschiedenen Fraktionen des Edestins 


Triibungspunkt 1. Fraktion etwa 1400 Milliaquiv. NaCl p. | 


2 j 950 
TOO 
Die Resultate sind in Abb. 2 graphisch dargestellt. Der Viskositatswert 
Ns Ne : ; 
1,5 5 bezieht sich ebenso wie bei friiheren Messungen auf eine Kon- 
7 
‘é 


zentration von 15 mg Eiweib procem. Zum Vergleich wurde auch die Vis- 
kositat des Standardpraparats in Abb. 2 angegeben. 

Es zeigt sich also, daB dieses Produkt eine viel gréBere Divergenz 
besitzt als das bei den friiheren Messungen verwendete Standardpraparat 
Die Ergebnisse fiithren auf den Gedanken, da® das Standardpraparat nur ein 
gewisse Fraktion von der ganzen urspriinglich in Hanfmehl vorhandenen 
Menge Edestin enthielt!. 

Die Ursachen hiervon sind schon teilweise genannt, namlich absichtliche 
Beseitigung einer etwas gréBeren Fraktion bei der Vorreinigung, teilweise 
Denaturierung des Standardpraparats und mdéglicherweise auch nur teil 
weise Extraktion des Edestins aus dem Hanfmehl durch die Salzl6sung 
infolge einer etwas sauren Reaktion des Mehles, worauf anfangs nicht hin 


1 Es ist zwar eigentiimlich, daB die letzte Fraktion des Standard 
praparats gerade eine Abweichung im entgegengesetzten Sinne zeigte. Diese 
Sache ist nicht ganz aufgeklart. 








330 K. Holwerda: 


langlich geachtet wurde, als die Eigenschaften des Edestins noch nicht unter- 
sucht waren. ; 


Durch diese Fraktionsunterschiede wird die Beurteilung der 
Analysenresultate sehr erschwert. Zunichst ist hierdurch schwer 


zu entscheiden, ob auch in diesem Falle die GréBe der Solvatfliissigkeit 
beim Ubergang vom Solzustand zum Koazervat sich dem Viskositats- 
volumen anschlieBt (sicehe S. 328), da beide Daten auf untereinander 
ungleichwertige Produkte Bezug haben. Wenn dies nicht beriicksichtigt 
wurde, ware man geneigt, auf Grund dieser Daten zu folgern, dab 
in diesem Faille keineswegs ein guter AnschluB besteht!. 

Kinen besseren Vergleichspunkt erhalten wir aber durch das Verfahren, 
den gréfiten Teil des EiweiBes fraktioniert zu fiillen und von dem Rest, der 
viskosimetrisch ziemlich homogen ist, und dessen Viskositatswert aus den 
friiheren Daten berechnet werden kann, einen Teil koazervieren zu lassen. 

Bei einem solehen Versuch, wobei die GréBe der Solvatfliissigkeit von 
verschiedenen Fraktionen (bei 20° C) bestimmt wurde, wurden die folgenden 
Resultate erhalten, wobei im besonderen die bei der dritten Fraktion er 
haltenen Ergebnisse hier von Bedeutung sind. 





NaCl-Konzentration der Menge der 
Koazervattliissigkeit Solvatfliissigkeit 
6,12 1,63 
1. Fraktion (55°) - - . 5,60 1,27 
| 4.93 1.00 
9 (18 %/) { 5,84 1,62 
2. > o) 4.77 0,97 
3. o (16%) +--+ | 4,97 (= etwa 850 Milliaquiv. 0,79 
NaCl pro Liter) 
Fir die Bereechnung des Viskositatsvolumens der letzten Fraktion 
” 9 Ne No eo —_ ° 7 . 
gehen wir von dem Wert. 1.5 — 0,055 aus. Fiir eime Ejiweil- 
CN 
; : Ns 0 oan . 
konzentration von lg pro 100 ¢cem ist also 0,0367. Nach der 
"No 
° Neg no . ° . 
Hinstemschen Formel 5 pm berechnen wir hieraus 0,0147. 
No 
1,5 (Ng No) Ms , 4 
! Dem Viskositéatswert : 0,079 bei dem Endpunkt des 
C ny 
Peptisaiionsbereichs mit einer NaCl-Lésung (1,4n Konzentration:; siehe 
= - ‘ . Ns No ‘ . 
Abb. 2) wiirde nach der Hinsteinschen Formel 5 m eine Sol 


‘0 
vatation von 1,48 g pro | g Edestin entsprechen. (Fir die Berechnung dieses 
Wertes siehe diese Seite und S. 331.) Wir finden aber einen Wert von 
etwa 4,00 (siehe Abb. 1). Da die gemessene Viskositét jedoch auf das 
ganze Produkt Bezug hat und die zuerst abgeschiedene Fraktion eine sehr 
abweichende Solvatation (und Viskositat) aufwies, ist der angefiihrte 
Vergleich véllig unzutreffend. 
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Das Viskositaéatsvolumen wiirde nach der Einsteinschen Forme! also 1,47 cem 
sein. Fiir das spezifische Gewicht von Edestin wurde der Wert 1,28 ge- 
funden; 1 g trockenes Edestin wiirde somit ein Volumen von 0.78 cem ein 
nehmen. Da aber mit Wasser eine Kontraktion von 0,0389 c¢em pro |g 
Edestin stattfindet!, wird das Volumen von 1 g Edestin in einer NaC! 
LOsung etwa 0,74 cem betragen und die mitgefiihrte Fliissigkeit ein Volumen 
von 1,47 0,74 0,73 cem emnehmen ( etwa 0,76 @). 

Der gefundene Wert fiir die Menge der Solvatfliissigkeit der dritten 
Fraktion 2 ( 0,79 g@) stimmt also sehr gut mit dem nach der Hinsteinschen 
Formel aus der Viskositat berechneten Wert iiberein (bei 25° C wiirde der 
Unterschied allerdings etwas gréBer sein, da die Solvatation bei héherer 


lemperatur etwas zunimmt). 


c) Einflup der Lonenadsorption und des von den Lonen zugefiihrten 
H ydratationswassers bei der Peptisation von Edestin durch Salzlésungen. 

Die verschiedenen Serien von Koazervaten sind nur mit einer 
gewissen Beschrankung untereinander vergleichbar, infolge des Um- 
standes, daB der abgeschiedene Prozentsatz EiweiB bei der Entfernung 
der Vorfraktion nicht immer genau gleich war und auberdem der Eiweib- 
gehalt der Mischung, von dem ausgegangen wurde, nicht immer der- 
selbe war. Auch ergab die Abscheidung der Koazervate von NaJ und 
NaCNS gréBere Schwierigkeiten als bei den Koazervaten mit NaCl. 
Speziell die bei den Koazervaten mit NaCNS gefundenen Werte sind 
méglicherweise etwas weniger genau. Unter Beachtung dieses Vorbehalts 
bekommt man beim Vergleich der Serien mit NaCl-, NaJ- und NaCNS- 
Lésungen doch den Eindruck, daB die GréBe der Solvatfliissigkeit nicht 
ausschlieBlich und nicht in erster Linie durch die Gesamthydratation der 
gebundenen Ionen bestimmt wird. NaJ und NaCNS werden zwar 
relativ starker adsorbiert als NaCl®, jedoch nicht in dem Mabe, dab 
diese weniger stark hydratisierten Ionen bei viskosimetrisch-aquivalenten 
Salzkonzentrationen dem Edestin ebensoviel Wasser zufiihren wiirden. 
Die Anzahl Milliaquivalente gebundenes NaCNS ist sogar bedeutend 
niedriger als die Anzahl Milliaquivalente gebundenes NaCl unter ent- 
sprechenden Umstanden. Der Verlauf der Viskositatslinien bei den 
Edestinsolen mit verschiedenen Salzlésungen kann also nicht direkt 
aus der gesamten Hydratation der adsorbierten lonen erklart werden ¢. 

Aus den Tabellen I und II ergibt sich aber, daB bei der Peptisierung 
immer eine positive Adsorption stattfindet und dafi bei dieser Adsorption 


1 J. R. Katz, Verslagen Akad. v. Wetenschappen. Amsterdam 35, 
295, 1924. — 2 Dieses Koazervat zeigte nach der Abscheidung eine sehr leichte 
Triibung, die bei weiterer Desolvatation des ausgeflockten Edestins stark 
zunimmt. Der EinfluB dieser leichten Opalisierung Kann in diesem Fall 


nur sehr gering gewesen sein 3 Man vergleiche den Wert des Uber 
schusses und auch die Verhaltniszahlen, die zwar ein wenig exaktes Mal) 
fiir die Vergleichung der Adsorption sind. — 4 Vgl. H. RP. Aruyt u. H.J. 


Edelman, WKolloid. Beth. 86, 379, 1932. 
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sowohl fiir die Anionen als fiir die Kationen im allgemeinen dieselb: 
Rethenfolge der einwertigen Ionen auftritt wie bei den Viskositatslinien 
so dap ein (indirekter) Zusammenhang zwischen Adsorption und Sol 
vatation (bzw. Viskositdtsvolumen) jedenfalls sehr wahrscheinlich ist. 
d) Kinflup der Art der Adsorption 
bei der Peptisierung und dem Aussalzen des Edestins. 

Einen weiteren Einblick in diese Erscheinungen bekommt man, 
wenn man die Adsorption iiber einen gréBeren Konzentrationsbereich 
betrachtet und die Analysenresultate der Koazervate oder Ausflockungen 
durch Wasserhinzufiigung in Zusammenhang mit dem Verlauf de: 
Viskositatslinien mit den Analysenresultaten der Koazervate beim 
Aussalzen vergleicht. 

Zur Erlangung einer besseren Ubersicht sind die Ergebnisse 
der Versuche mit NaCl, Na,SO, und Li,SO, bei zunehmender Salz 
konzentration in einer gesonderten Tabelle wiedergegeben — (sieh 
Tabelle IV). 

Uberblicken wir jetzt die erhaltenen Resultate, dann zeigt sich, 
daB bei niedrigerer Salzkonzentration im allgemeinen ein gréBere 
Wert fiir die Verhaltniszahl gefunden wurde. Da die Solvatfliissigkeit 
hier nicht genau angegeben werden kann, mu der berechnete Wert 
der Verhaltniszahl in diesen Fallen als ein Minimum betrachtet werden 
in Wirklichkeit ist dieser Wert meistens noch bedeutend gréBer. Nimmt 
man z. B. die Analyse Nr. 26, dann ist die Menge der Solvatfliissigkeit 
hier bestimmt < 1,00, da bei diesem Wert der Solvatfliissigkeit bei 
NaCl jedenfalls noch eine reine Abscheidung der Koazervate erzielt wurde 
Die Verhaltniszahl ist dann in der Tat etwa 1,07, bzw. > etwa 1,1] 
wenn man von der Analyse fiir das Cl-lon ausgeht. Ebenso zeigt sich 
eine deutliche Zunahme in den anderen Fallen; allein bei NagSQ, ist 
diese nicht so ausgesprochen. In Analogie mit den tibrigen Resultaten 
darf man aber wohl annehmen, da®B auch hier die Verhaltniszahl be: 
niedrigerer Salzkonzentration zunimmt. 

Verfolgen wir nunmehr die Absorption bei Na,SQO, tiber ein etwas 
gréBeres Bereich, dann zeigt sich also, daB dieselbe bei einer Salz- 
konzentration von 1,8°% (= etwa 250 Milliaquivalente pro Liter) 
jedenfalls positiv ist, da sich das Verhaltnis zwischen den Salz 
konzentrationen von Solvatfliissigkeit und Gleichgewichtsfliissigkeit 
(unter gleichzeitiger Peptisierung) demnach dem Werte 1,00 zu nahern 
scheint (diese Ziffer ist nur bis auf etwa 0,02 genau; der Wert ist also 
1,00 bis 1,02) und daB die Adsorption schlieBlich stark negativ wird 
unter gleichzeitiger Aussalzung. Zugleich ergibt sich, dal die Vis- 
kositat nach dem Peptisationsbereich nahezu keine weitere Zunahm« 
aufweist im Gegensatz zu den anderen Viskositatslinien, die bei ziemlich 
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neutraler Reaktion einstweilen in staérkerem oder geringerem Grad 
bei gleichzeitig zunehmender Salzkonzentration weiter ansteigen!, 
wahrend die Verhaltniszahl in allen diesen Fallen bedeutend — 1 war. 

Allerdings tritt em bestimmtes Maximum der Viskositaét bei den 
ausgefiihrten Messungen bei Na,SO,, die nur iiber ein relativ kleines 
Salzbereich méglich sind, nicht sehr deutlich hervor: in Zusammenhang 
mit dem allgemeinen Verlauf der Viskositétslinien in anderen Fallen 
darf aber wohl angenommen werden, dab die Viskositaét bei niedrigerer 
Salzkonzentration und auch beim Aussalzen sinkt. 
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Abb. 3. Viskositaét von Edestinsolen, peptisiert mit neutralen Salzlisungen. 


Bei NaCl und Li,SO, ist die Adsorption anfangs starker positiv ; 
die Viskositatslinien bleiben bei neutraler Reaktion nach dem Pepti- 
sationsbereich etwas steigend, obgleich bereits eine sinkende Tendenz 
durch den fast waagerechten Verlauf angekiindigt wird. Bei geniigend 
saurer Reaktion, bei welcher die Viskositaétslinien noch etwas flacher 
zu verlaufen anfangen (wahrend die Verhaltniszahl bei saurer Reaktion 
etwas kleiner ist und in diesen Fallen — wenigstens bei NaCl 
anfangs etwas gréBer ist als 1,00), tritt auch hierbei bei hoher Salz- 
konzentration Aussalzung mit negativer Adsorption ein. 

Ks fallt auf, daB bei der erstgenannten Serie Koazervate beim Aus- 
salzen mit NaCl (Tabelle IIT, Nr. 34 bis 37) der Prozentsatz nieder- 
geschlagenen EiweiBes bei zunehmender Salzkonzentration etwas unregel 
maBig ist. Diese Erscheinung ist dem Umstande zuzuschreiben, daB Pepti- 
sationsgebiet und Aussalzungsgebiet bei diesem py direkt ineinander 
iibergehen, wobei ein Teil des Edestins iiber das ganze Bereich der Salz- 
konzentration nicht mehr peptisiert wird. Eine scharfe Unterscheidung von 
Peptisierungsgebiet und Aussalzungsgebiet wird hierdurch erschwert. 
Es besteht jedoch Grund, Koazervat Nr. 34 noch hauptsédchlich zum Pepti 
sationsb:reich zu rechnen und Nr. 35 zum Aussalzgebiet, da bei Nr. 34 der 
Prozentsatz des niedergeschlagenen EiweiBes bei Hinzufiigung von mehr 


' Man vergleiche die graphische Darstellung der Viskositatsmessungen 
(siehe den I. Teil dieser Abhandlung); zwecks besserer Ubersicht wird die 
Abb. hier noch einmal abgedruckt (Abb. 3). 
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Salz abnahm, wahrend bei Nr. 35 die abgeschiedene Oberschicht bei Zu 
setzen einer Spur NaCl aufs neue einen deutlichen Niederschlag ergab. Der 
Prozentsatz des abgeschiedenen EiweiBes nimmt hier denn auch zu. Im 
Einklang hiermit sehen wir, da die Absorption bei Nr. 34 positiv und 
bei Nr. 35 negativ ist. [Bei der gruppenweisen Zusammenfassung in 
labelle [IV wurde Nr. 34 weggelassen, da dieser Versuch sich weniger gut den 
iibrigen Befunden iiber das Peptisationsgebiet (px 6,0) anschlieBt '. 
Das etwas abweichende px ist tibrigens von geringer Bedeutung, da sich 
der Charakter der Unterschiede hierdurch nicht verandert;: vel. 
Befunde mit NaCl.] 

Es fallt ferner auf, daB das Aussalzen mit NaCl im Vergleich zu Na, SO, 
und Li, SO, tiber ein viel gr6Beres Salzgebiet sich erstreckt; iiber ein Bereich 
von etwa 1300 Milliaquiv. NaCl nahm das niedergeschlagene Eiweif um nur 
26% zu (vgl. Nr. 35 und 37); zugleich sehen wir hier eine viel geringere 
negative Adsorption im Vergleich zu Na,SO und auch bei Li,SO, bei 
demselben pu. 


die tibrigen 


Bei diesen sauren Solen mit NaCl ergibt sich noch die eigentiimliche 
Tatsache, dafi die Adsorption des Cl-lons positiv und die Adsorption des 
Na-lIons negativ war (siehe Tabelle IL], Nr. 36). 

In diesem Falle gibt die analytisch bestimmte Adsorption des (| 
lons sehr wahrscheinlich kei gutes Bild von dem wirklichen Adsorptions 
(oder Konzentrations-)unterschied an der Grenzflaiche des Koazervats und 
der AuBenfliissigkeit ; dieser Unterschied scheint die Erscheinung der Ko 
azervation zu beherrschen (siehe weiter S. 336ff.).. Es ist wohl anzunehmen, 
daB bei dieser stark sauren Reaktion ein nicht zu vernachlassigender Teil 
der Cl-lonen als Gegenionen zu den positiven Ladungszentren der elek- 
trischen Doppelschicht bei dieser zugleich groBen Elektrolytenkonzentration 
nahezu festgelegt wird; im Vergleich zu den anderen Cl-Ionen nehmen 
diese Cl-Ionen nicht an dem eigentlichen Adsorptionsgleichgewicht teil. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen (die sich in verschiedenen 
Hinsichten den Ergebnissen Moddermans? bei der Untersuchung von 
Gelatinekoazervaten anschlieBen) fiihren auf den Gedanken, dap ein 
gewisser Zusammenhang besteht zwischen den Prozessen der Ausflockung 
der Edestinsole durch Wasserhinzufiigung (oder auch der Peptisierung) 
und dem Aussalzen von Edestin untereinander und zwischen diesen beiden 
Prozessen und dem Verlaufe der Viskositdtslinien, der wieder eng mit 
der Art der Adsorption zusammenzuhdngen scheint. 


IV. Gesichtspunkte beziiglich des Mechanismus des Peptisationsprozesses 
und des Aussalzens des Edestins dureh Salzlisungen. 
a) Vergleich zwischen Gelatine-Koazervaten und Koazervaten von Edestin. 


Ein naherer Vergleich von Gelatine- und Edestinsolen in bezug auf 
das Verhalten gegeniiber Na,SO, deutet darauf hin, dal} die Faktoren, die 
das Verhalten dieser Sole unter den gewahlten Versuchsverhaltnissen 
bedingen, wahrscheinlich nicht dieselben sind. 


' Nr. 4 wurde hier eliminiert ; die Verhaltniszahl ist im Vergleich zu den 
iibrigen Resultaten etwas zu niedrig. 2 RS. Tjaden Modderman 1. ¢.: 
LL. W.J.Holleman, H.G. Bungenberg de Jong u. RS. Tjaden Modderman, 
Kolloid. Beih. 39, 334, 1934. 
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Das Viskositatsmaximum liegt bei isoelektrischer Gelatine (bei 50° ( 
bei einer erheblich niedrigeren Salzkonzentration; auch ist das Maximun 
sehr wenig ausgepraigt. Holleman, Bungenberg de Jong und Moddermay 
schreiben die anfangliche Zunahme der Viskositaét der Aufhebung voi 
Ladungsgegensitzen kapillarelektrischer Art zu. Bei den Edestinsolen 
scheint diese Annahme weniger gerechtfertigt!; hier hingt dieses Maximum 
wahrscheinlicher direkt mit der Art der Adsorption zusammen. Bei Gelatine 
solen ist ein Zusammenhang mit der Art der Adsorption iibrigens etwas wenige: 
gut zu beurteilen, da die Adsorption von Na ,SO, (bei Gelatinegelen) iibe 
das ganze Salzgebiet negativ ist. Man muf aber beriicksichtigen, daB bei 
hydrophilen Kolloiden wahrscheinlich immer ein ,,reeller‘* Uberschuti 
(Surplus 2) an Wasser vorhanden ist, in welches der geléste Stoff nicht durch 
dringt, so da die chemische Analyse der Koazervate immer ein etwas vei 
zerrtes Bild von der Art der Adsorption an der Grenzfliche von Koazervat 
und Gleichgewichtsfliissigkeit gibt. Bei sehr hydrophilen Kolloiden wie 
Gelatine, wird dies wahrscheinlich in héherem MaBe der Fall sein, als bei 
weniger hydrophilen Stoffen wie Edestin. Wir nehmen daher an, da diese= 
(reelle) Surplus die Verhaltniszahl bei der Peptisation von Edestin durch 
Salzl6sungen nur sehr wenig beeinfluBt und daB somit in der Tat beim 
Maximum der Viskositat Solvatfliissigkeit (one dieses nur geringe reelle 
Surplus an Wasser) und Gleichgewichtsfliissigkeit gleiche Zusammensetzung 
besitzen, wie es im allgemeinen schon von Wodderman vermutet wurde ® 
Die Abnahme des Viskositétsvolumens zu beiden Seiten des Maximum: 
wiirde demnach in direktem Zusammenhang mit der zunehmenden Grenz 
flachenspannung in beiden Fallen stehen [diese Zunahme folgt direkt aus 
do ? : : , 
, wie dies auch bei Nichtelektro 
dc 
lyten von Holleman, Bungenberg de Jong und Modderman* angenommen 
wird; es ist unseres Erachtens belanglos, wodurch diese zunehmende 
Grenzflaichenspannung verursacht wird. Man miiBte sich vorstellen, dal 
der Schwerpunkt der Grenzflichenenergie hierdurch nach innen verlagert 
wird (siehe aber auch 8. 348). 


dem Gibbsschen Gesetz a i (ce, ZF) 


Die Frage ist nun, inwieweit die zunehmende Grenzflichenspannung (mit 
anfangs nur eintretender Verminderung des Viskositétsvolumens) schliel} 
lich auch den ProzeB der ,,Entmischung* und spatere Ausflockung (Aus 
salzung oder Ausflockung durch Wasserhinzufiigung) beeinfluBt, und ob wi: 
uns eine Vorstellung von der Art und Weise machen kénnen, wie dies ye 


' Siehe I. Teil und auch IIL. Teil dieser Abhandlung. — ? Diese: 
reelles Uberschu8 wurde hier zur Unterscheidung von dem ,,arithmeti 
schen** Uberschu8 mit dem Worte ,,Surplus‘‘ angedeutet. Der Surplus 
bildet eine ziemlich konkrete Schicht, direkt an die Micellenwand ge 
bunden. Der berechnete Wert des Uberschusses, der beim Aussalzen von 
Edestin entsteht, hat ab-r gr6Btenteils nur formelle Bedeutung. Bei weitere! 
Desolvatation nimmt dieser Wert wieder ab, wie aus der Formel 


‘ os Cy 

( oj ngs 
folgt (siehe 8.320). Anfangs dominiert die Veranderung des Faktor- 
(1 —¢,/c,); danach hat diese Veranderung relativ weniger EinfluB. 
% R.S. Tjaden Modderman, Diss. Leiden 1931, 8S. 102. —‘4 L. W.J.Holleman. 
H.G. Bungenberg de Jong u. R.S. Tjaden Modderman, Kolloid. Beih. 38 
460, 1933. 
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schieht. Die Art des Mechanismus ist hierbei wahrscheinlich nicht dieselbe 
wie bei der Koazervation von Gelatinesolen durch Nichtelektrolyte, z. B. 
\Alkohole, wo das Entstehen einer konkreten Grenzschicht! nach Wodder 
man infolge eines eintretenden Konzentrationsunterschiedes durch das Ein 
lringen des Alkohols von der Peripherie her in den Solvatmantel an- 
zunehmen ist. Das Aussalzen von Gelatinesolen durch Na,SO, kénnte 
man sich in ziemlich analoger Weise vorstellen, obwohl hier vielleicht nicht 
illein an eine Verdrangung des Wassers gedacht werden mu. 

Beim Aussalzen von Edestinsolen wird, in Zusammenhang mit der 
grOBeren Salzkonzentration der Wandfliissigkeit in diesem Falle, die Vor- 
stellung von dem Entstehen einer konkreten Grenzschicht dureh einen 
VerdrangungsprozeB von der Peripherie her noch etwas schwieriger. Vielleicht 
hat beim Aussalzen ein eintretendes Defizit an diffus gebundenem Hydra- 
tationswasser zugleich eimen Anteil an dem Enistehen einer konkreten 
Grenzschicht. 


Die Vorstellung des Entstehens einer konkreten Grenzschicht in ent 
sprechender Weise beim Ausflocken der Edestinsole durch Wasserzusatz 
kann aber nicht befriedigen. 

Der ProzeB stimmt auBerlich allerdings véllig mit dem von Modderman 
untersuchten Falle von Koazervation resorzinhaltiger Gelatinesole durch 
Wasserhinzufiigung tiberein (— wobei man sich in analoger Weise wie bei 
dem Aussalzen wasseriger Gelatinesole durch Alkohol vorstellen kann, dai 
das Wasser jetzt in die starker an das kolloide Teilchen gebundene Resorzin- 
schicht von der Peripherie aus eindringt und auf diese Weise das Entstehen 
einer konkreten Grenzschicht bewirkt ); das Entstehen einer vollstandigen 
konkreten Grenzschicht bei Wasserhinzufiigung zu Edestinsolen durch eine 
solche desolvatisierende Wirkung des Wassers ist aber auch bei der Annahme 
eines entstehenden Konzentrationsabfalls wenig verstandlich. Die adsor- 
bierten Ionen bilden bei dieser niedrigeren Salzkonzentration kriftige 
Hydratationszentren mit in diesem Falle gewiB hinreichend diffus ge 
bundenem Wasser, und man kann schwerlich verstehen, dali eine konkrete 
Grenzschicht auf diese Weise entstehen wiirde. Trotz einer gewissen auBeren 
Ahnlichkeit zwischen den beiden soeben genannten Fallen von eintretender 
Koazervation durch Wasserhinzufiigung sind diese Prozesse also als un 
gleichartig zu betrachten. 


hb) Weiteres tiber den Mechanismus der Erscheinung der (scheinbaren ) 
Entmischung bei Edestinsolen. 

Die obengenannten Ausfiihrungen machen es wahrscheinlich, 
daB der ProzeB der ,,Entmischung* bei Edestinsolen durch Wasser- 
hinzufiigung dadurch zustandekommt, daB die Wande der Micellen 
bei abnehmender Salzkonzentration an verschiedenen Stellen nicht 
mehr geniigend geschiitzt sind, ungeachtet der Tatsache, daB an anderen 
Stellen direkte oder indirekte Hydratationszentren (durch Ionen- 
adsorption) an sich nach einem diffusen Wasser- oder Solvatmantel 
streben. Man kann diese unzulanglich geschiitzten Stellen mit den 
bei mehr typischen Gelen nach der Gelatinierungstheorie Bungenberg 


1 Siehe H. G. Bungenberg de Jong u. H. R. Kruyt, Proe. Acad. 
Wetensch, Amsterdam 32, 849, 1929: Kolloid-Zeitschr. 50, 46, 1930. 
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de Jongs' bestehender Kittstellen vergleichen, jedoch in dem Sinne, 
daB die Kittkraft anfangs sehr gering ist und vielleicht von derselben 
Starke wie im allgemeinen bei Koazervaten, bei welchen die Desolvatation 
weiter fortgeschritten ist. Bei der Erscheinung der Koazervation 
wird im allgemeinen zwar angenommen, daB anfangs ausschlieBlich 
die Solvatmantel zusammenflieBen, und da die Micellen ihre indivi 
duelle Existenz dabei behaupten®, doch bei der weiteren Desolvatation 
werden bei einer bestimmten Grenze wahrscheinlich wohl imme 
Kohasionskrafte auftreten?, 


Kine nahere Analyse der Erscheinung der ,,Koazervation’ det 
Kdestinsole durch Wasserhinzufiigung fiihrt also zu der Auffassung, 
da man diese als gelatinierende Systeme betrachten mu. Es wiirde 
sich dabei also grundsatzlich ein Micellennetz bilden durch das Auf 
treten von intermicellaren Kohasionskraften infolge des Umstandes, 
daB die Teilchen sich mit ihren an verschiedenen Stellen der Micellen- 
wand abnehmenden Lyosphéren derart néhern, da Strukturen mit 
elastischen Eigenschaften entstehen. Obwohl die elastischen Eigen- 
schaften auch bei den héher viskosen ,,Gallerten wenig ausgepragt 
scheinen und die Kohasionskrafte anfangs offenbar sehr schwach sind 4, 
ist es vielleicht prinzipiell weniger richtig, bei diesen fliissigen Aus- 
scheidungen von Koazervation zu sprechen. 


Diese Auffassung wird durch das Verhalten von Edestin zu Wasser 
gestiitzt. Mit Wasser oder Wasserdampf (und auch mit weniger kon- 
zentrierten Salzlésungen) tritt eine begrenzte Quellung ein, welche Er- 
scheinung von Katz naher untersucht ist >, der auBerdem sehr eingehende 
Untersuchungen tiber die Quellung im allgemeinen anstellte ®. 

Edestin quillt also bei einem bestimmten Feuchtigkeitsgrade 
(oder mit verdtinnten Salzlésungen) und einer bestimmten ‘Temperatu: 
bis zu einem bestimmten Volumen auf, wobei es seine Struktur behalt. 
Man muB also wohl annehmen, da bestimmte Kohasionskrafte bestehen, 


1 H.G. Bungenberg de Jong, Zeitschr. f. phys. Chem. 1380, 214, 1927; 
Kolloid. Beth. 29, 454, 1929. * Koazervate von Gelatine mit Propy! 
alkohol verhielten sich entsprechend dem Poisewilleschen Gesetz (siehe 
H. G. Bungenberg de Jong, H. R. Kruytu.J. Lens, Kolloid. Beih. 36, 438, 
1929. 3 Siehe auch H.G. Bungenberg de Jong uc J. Ph. Hennemani. 
Kolloid. Beth. 36, 170, 1932. 4 Siehe auch FuBnote ', S. 341. — ° J. RP. 
Katz, Verslagen Akad. van Wetenschappen, Amsterdam $3, 295, 1924 
(1 g Edestin nimmt beim Quellungsgleichgewicht etwa 0,3 g¢ H,O aut.) 

6 Perselbe, Kolloid. Beih. 9, 1, 1917/18; Ergebnisse der exakten Natur- 
wissenschaften 3, 316, 1924: 4, 154, 1925. — Wir miissen auch in bezug 
auf den .,Kristalloid’s-Charakter des FEdestins noch hinweisen auf di 
klassischen Verhandlungen von CC. Ndgeli, der Bogriinder der Micellar 


theorie, siehe Osfwa/ds Klassiker der exakten Wissenschaften Nr. 227 


Carl Nageli, Die Micellartheorie. (Ausziige aus den Originalarbeiten Ndgel/s: 


urspr. Liter, siehe diese Ausgabe.) 
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die schlieBlich Gieichgewicht mit denjenigen Kraften bewirken, welche 
nach VergréBerung des Volumens streben und dureh die Affinitat 
des Edestins zum Wasser (oder andere solvatisierende Einfliisse) ver- 
ursacht werden. 

Denkt man sich nun, daB diese Kohasionskrafte an den nur noch 
wenig hydratisierten Stellen der Micellenwand angreifen, wahrend die 
mehr hydrophilen oder mit adsorbierten Ionen besetzten Stellen als 
Hydratationszentren eine Dilatation bewirken, dann bekommt man 
dasselbe Bild, wie es von Bungenberg de Jong! vom Gelatinierungs- 
prozeB eines reifenden Zellulosexanthogenats gegeben wurde. ° 


c) Zusammenhang zwischen Peptisicrung und Quellung 

Der eigentliche PeptisierungsprozeB von Edestin bei Hinzufiigung 
von konzentrierten Salzlé6sungen besteht nun in der Aufhebung der inter- 
micellaren Kohasionskrafte, wodurch das Micellenkomplex  zerfallt. 
Von verschiedenen Forschern wurde darauf hingewiesen, daB der 
PeptisationsprozeB im allgemeinen nicht mit der auBersten Grenze 
des Quellungsprozesses identisch ist *. 

Das bedeutet aber nicht, dai zwischen diesen beiden Prozessen gar 
kein Zusammenhang bestehen wiirde. In seiner einfachsten Form findet 
beim QuellungsprozeB im allgemeinen nur eine Solvatation und keine Auf- 
lockerung des Systems statt. Wenn dies aber zugleich geschieht, bekommt 
die Quellung ein komplizierteres Geprage. Man bekommt dann ein ver- 
zerrtes Bild der Quellung: diese kann durch die eintretende Auflockerung des 
Systems mit mdéglicherweise zugleich eintretender teilweiser Peptisierung 
gréBer oder auch kleiner werden®. Bei ziemlich schneller Auflockerung des 
Systems (wie z. B. bei der Peptisierung von Edestin durch Elektrolyt- 
idsungen unter gewissen Umstinden) tritt die Volumenzunahme weniger in 
den Vordergrund. da der quellende Komplex zu gleicher Zeit zerfallt. 
Die begrenzte Quellung ist in diesem Falle in eine ,,wnbegrenzte Quellung’ 
iibergegangen, indem die Kohasionskrafte véllig iiberwunden sind 


Obwohl der ProzeB der Peptisierung nicht wie der ProzeB der 
Quellung an erster Stelle durch die Hydratation (oder Solvatation) 
bedingt wird, muB man solvatisierende Einfliisse doch als einen die Pep- 


1 HG. Bungenberg de Jong, Zeitschr. f. phys. ¢ hem. 1380, 214, 1927; 

Kolloid. Beih. 29, 454, 1929. 2M. H. Fischer, Wolloid-Zeitschr. 17, 
1, 1916: MW. H. Fischer uc. W. D. Coffmann, J. Amer. Chem. Soc. 40, 
303, 1918: siehe auch A. Adntzel, diese Zeitschr. 209, 326, 1929. 
3 Diese Erscheinungen sind von A. Adéntzel |. ec. (bei Gelatine) untersucht, 
der aber an die Peptisierung eine unseres Erachtens wenig reelle Vor- 
stellung verbindet (1. ¢. 8S. 367). Nach Adintzel ware die Peptisierung durch 
Klektrolytlésungen  vielleicht grundsatzlich eine  ,,Wasserentziehung’ 
Die einzelnen Teilchen enthalten im allgemeinen zwar weniger Wasser als det 
gequollene Komplex, der z. B. intermicellar auch ,,freies** Wasser ein- 
schlieBen kann, wahrend allerdings beim Schmelzen von einem hydrophilen 
Gel eine mehr lockere Bindung des Milieus auftritt. Man kann aber unseres 
Erachtens schwerlich von einer ,,Wasserentziehung™ sprechen, da diese 
Formulierung zu ganz irreftihrenden Auffassungen fiihren kénnte. 
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tisierung begiinstigenden Faktor betrachten, da die Kohasionskrafte hier- 
durch geringer werden. Hierbei kann man eine direkte Ursache (Erhéhung 
der Solvatation in den Kittstellen) und eine indirekte Ursache unter- 
scheiden (Dilatation des Micellennetzes, wodurch Spannungen auftreten!). 

Die Faktoren, welche die Quellung f5rdern, werden unseres Er- 
achtens immer auch die Peptisierung férdern. Ein von verschiedenen 
Forschern vorausgesetzter gegensatzlicher EinfluB in bestimmten Fallen 
beruht wahrscheinlich auf einer falschen Deutung der Versuchsresultate. 

Nach Freundlich wurde z. B. von Posjnak bei Gelatine eine stark pepti 
sievende Wirkung durch Na, SO, (bzw. K,SO,) konstatiert, wahrend diese 
Salze als quellungshemmend gelten wiirden *; bei dieser Beurteilung wurde 
aber der verschiedenen Konzentration der Salzl6sung in beiden Fallen nicht 
geniigend Aufmerksamkeit geschenkt, welche eben ein sehr wichtiger Faktor 
ist, wie aus den hier mitgeteilten Untersuchungen erhellt. 


d) Deutung der Ergebnisse dieser Untersuchungen. 

Wir werden jetzt weiter verfolgen, inwieweit durch die Resultate 
unserer Untersuchungen die Erscheinung der Peptisation von Edestin 
durch Salzlésungen besser verstaéndlich wird. Bei unseren Unter- 
suchungen zeigte sich, daB die Art und das MaB der Adsorption beim 
PeptisationsprozeB (und ebenso beim Aussalzen) durch konzentrierte 
Salzlésungen die wichtigsten Faktoren waren, was mit der GréBe der 
Grenzflachenspannung zwischen der Solvatfliissigkeit der Micelle und 
der Gleichgewichtsfliissigkeit in Zusammenhang gebracht wurde (siehe 
S. 336). Es leuchtet ein, daB der Widerstand in den Kittstellen, wodurch 
die Kohasion des Micellenkomplexes verursacht wird, um so leichter 
iiberwunden werden kann, je niedriger die Grenzflachenspannung 
ist. Kin solcher EinfluB der Grenzflachenspannung auf die inter- 
micellaren Kohasionskrafte wurde schon von Terzaghi® angenommen. 
Auch Untersuchungen iiber die Verkleisterung der Kartoffelstarke 
von van der Hoeve* fiihrten zu ahnlichen Auffassungen. 

Ubrigens hat sich durch Messungen des Elastizitatsmoduls bei 
Agar- und Gelatinegelen von Bungenberg de Jong und Hennemann® 
herausgestellt, daB Salze, die bei héherer Konzentration desolvati- 
sierend wirken, den Elastizitétsmodul des Gels erhéhen, dagegen 
solvatationserhéhende Neutralsalzeinfliisse den Elastizitaétsmodulus er- 
niedrigen. Obwohl diese Gele ganz andere Eigenschaften haben, nament- 
lich eine viel festere Struktur und eine viel gréBere Solvatation, als 

1 Siehe weiter H.G. Bungenberg de Jong, Kolloid. Beih. 88, 121, 1932: 
H.G. Bungenberg de Jong u. J. Ph. Hennemann, ebenda 36, 169, 1932. 

* H. Freundlich, Kapillarchemie 4. Aufl., 2, 600, 1932; siehe auch E. Posjnak, 
Kolloid. Beih. 3, 417, 1912. 8 Ch. Terzaghi, Coll. Symp. Mon. Series 1926, 


8.5538. — 4 J. A.v.d. Hoeve, Dissertation Utrecht 1930; siehe auch J. A. 
v. d. Hoeve, H.G. Bungenberg de Jonqgu.H. R. Kruyt, Kolloid. Beih. 39, 105, 
1934. 5 H.G. Bungenberg de Jong u. J. Ph. Hennemann, Kolloid. Beih. 


36, 123, 1932. 
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. ‘ ‘ ‘ » 
die von uns untersuchten Systeme (die iibrigens als Chergangszustande 


zum Solzustand zu betrachten sind!), ist ein analoges Verhalten in 
bezug auf die Elastizitat in den Kittstellen anzunehmen. 

Die direkt solvatisierenden oder desolvatisierenden Einfliisse durfen 
wahrscheinlich in bezug auf die intermicellaren Kohasionskrafte nicht ver- 
nachlissigt werden. Diese sind aber nach diesen Untersuchungen an 
erster Stelle von der Art und dem Ma der Adsorption abhangig. Andere 
Erscheinungen, die auf denselben Zusammenhang zwischen Art der 
Adsorption und Férderung oder Hemmung der Peptisierung oder des 
Aussalzens hinweisen, treten bei der Peptisierung und dem Aussalzen 
von Edestin durch Mischungen von zwei Elektrolytlésungen auf. 
Hiertiber werden wir spater nahere Besonderheiten mitteilen. 


Die starker peptisierende Wirkung von NaJ und NaCNS im Ver- 
gleich zu NaCl und Na,SQ, bei Edestin kann also mit der starkeren 
positiven Adsorption in Zusammenhang gebracht werden (siehe S. 331), 
indem diese mit einer starkeren Erniedrigung der Grenzflachen- 
erscheinuny verbunden ist, wodurch die intermicellaren Kohasionskrafte 
leichter tiberwunden werden kénnen. Zu dem starker erniedrigenden 
KinfluB auf die Grenzflachenspannung kommt noch ein gr6éBerer solvati- 
sierender Effekt hinzu, der die Aufhebung der intermicellaren Ko- 
hasionskrafte unterstiitzt. 


Bei Na,SO, und bei hinreichend saurer Reaktion auch bei NaCl 
und Li,SO, tritt bei héherer Salzkonzentration ein Sattigungszustand 
der Wand des kolloiden Teilchens ein, der schlieBlich eme negative 
Adsorption mit dem entgegengesetzten Effekt herbeifiihrt: die zu- 
nehmende Grenzflachenspannung wirkt auch jetzt in derselben Richtung 
wie die auftretende Desolvatation. 

Nach Freundlich ware auf Grund von Untersuchungen yon Pascheles 
der EinfluB von Elektrolyten auf die Sol-Gel-Umwandlung scharf von threr 
aussalzenden Wirkung zu sondern, da diese (bei Gelatine) in gr6éBeren 
Elektrolytkonzentrationen mit bestimmten Salzen eintreten wiirde, un- 
abhangig davon, ob das Salz die Sol-Gel-Umwandlung beeintrachtigt oder 
begiinstigt 2. Auch diese letztere Auffassung griindet sich wahrscheinlich auf 
eine unrichtige Deutung der iibrigens etwas unvollstindigen Versuchs 
resultate. Infolge dieser Versuchsresultate sollte namlich eine KCl-Lésung 
von 3,5n den Erstarrungspunkt von Gelatine erniedrigen, wahrend 
eine 4n KCl-Lésung aussalzend wirken wiirde. Da die Aussalzung nach 
dem hier mitgeteilten Standpunkt eingeleitet wird, sobald die Adsorp 
tion an die Grenzflache von Solvatfliissigkeit und Gleichgewichtsfliissigkeit 


1 Auch bei der Quellung im Wasser nimmt im allgemeinen der Elasti- 
zitatsmodulus zuerst schnell, dann langsamer und zuletzt asymptotisch 
mit dem Wassergehalt ab. (J. R. Katz, Kolloid. Beih. 9, 30, 1917/18.) 
Es ist also deutlich, daB die elastischen Krafte bei der Grenze der Peptisierung 
nur sehr gering sein kénnen. ? H. Freundlich, Kapillarchemie, IIL. Teil, 
4. Aufl., 1932, S. 638. 
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negativ wird und eine eintretende negative Adsorption ebenfalls die Ge 
latinierung fordern (also den Gelatinierungspunkt erhéhen) wiirde, mul de: 
anscheinende Antagonismus bei den Untersuchungen von Pascheles nach 
unserer Meinung wahrscheinlich dadurch erklart werden, daB eine KCl 
LOsung in diesem Falle bei einer Konzentration von 3,5 n noch peptisierend 
(zugleich gelatinierungshemmend), dagegen bei einer Konzentration von 
#n aussalzend und zuglesch gelatinierungsf6rdernd wirkt. Die Daten aus der 
Literatur beweisen also nicht, da der EinfluB von Elektrolytl6sungen in 
hezug auf Gelatinierung und Aussalzung in den genannten Fallen anta 
gonistisch ist, wie es nach dem hier mitgeteilten Standpunkt in bezug aut 
Peptisierung und Gelatinierung (bzw. Aussalzung) der Fall ist. Man mut 
aber im Auge behalten, daB der ProzeB der Gelatinierung in anderen 
Fallen méglich einen komplizierteren Charakter hat. 


e) Einflup der Temperatur be+ der Pe ptisierung von Edestin durch Salalosungey. 

DaB es in letzter Instanz die Kohasionskrafte sind, die bei der 
Peptisierung von Edestin durch Salzlésungen tiberwunden werden 
miissen, kann auch durch die Tatsache gestiitzt werden, daB die Pepti- 
sierung durch Temperaturerhéhung geférdert wird, was nicht der Fai! 
sein wurde, wenn die Hydratation an sich ein dominierender Faktor 
ware, da die direkte Hydratation und auch das primar von den an det 
Wand adsorbierten lonen mitgefiihrte Hydratationswasser bei héhere: 
Temperatur fraglos abnehmen. Die bessere Peptisierbarkeit bei héhere1 
Temperatur kénnte man nur der gréBeren Warmebewegung der Mi- 
cellpn zuschreiben wollen, aber auf diese Weise laBt sich nicht erklaren, 
daB auch die Solvatation bei héherer Temperatur bei derselben Salz- 
konzentration (untersucht bei 45°C im Vergleich mit 25°C) zunimmt. 
Allerdings steht nicht vollkommen fest, welche Bedeutung der GréBe 
der Solvatfliissigkeit oder ,,Solvatation’’ bei der angewandten Methode 
der Abscheidung der ,,Koazervate® zuerkannt werden muf. Es kénnte 
maglich sein, daB die ,,Koazervate’‘ als wahischeinlich gallertige Struk- 
turen nach dem Zentrifugieren noch intermicellare Gleichgewichts 
fliissigkeit enthalten, obgleich dies bei den zwar viskosen, aber gut 
zentrifugierbaren Aggregaten, auch im Hinblick auf das recht gut 
AnschlieBen von ,,Solvatfliissigkeit’’ und Viskositatsvolumen, _ be- 
zweifelt wird (siehe S. 331). 


Kine etwas umfassendere Untersuchung in dieser Richtung ist vielleicht 
empfehlenswert, da man aus einer gr6Beren Solvatation bei héherer Tem 
peratur ziemlich sicher schlieBen darf, daB auch die Viskositat bei héhere: 
Temperatur zunimmt, was also im Gegensatz zu anderen Systemen stehen 
wiirde, wobei hauptsachlich die direkte Hydratation die Viskositaét bedingt '. 


' Bei Amylumsolen wurde bei einer Konzentration von 50 Milliaquiv. 
KCl pro Liter bei héherer Temperatur von van der Hoeve eine Abnahme de! 
relativen Viskositat konstatiert. Es erhellt aber unseres Erachtens hierau- 
nicht mit Sicherheit, daB dies auch bei hoher Elektrolytenkonzentration 
der Fall ist. J. A.v.d. Hoeve, H.G. Bungenberg de Jong u. H.R. Krust. 
Kolloid. Beih. 39, 129, 1934. 








Volu 
daB 

schie 
Kohi 
Pept 
wahr 
werd 
tran 
auf « 
untel 
einen 
Salzl 
werd 
imm. 
dliese 


nicht 
finde 
das ¢ 
diese 
intra 
groB 
zentr 
tritt 
stan 
: 
sieru 
Einfl 
nihe 
schei 
Proze 
hand 


Salzl 
setzu 
erhal 
Gleic 
{ 
diese 
war, 
erste 
Lone 


1925. 


man 











Kolloidchemische Untersuchungen tiber Edestin. II. 343 


Hieraus muBte man dann wohl schlieBen, dab auch das micellar 
Volumen bei héherer Temperatur in diesen Fallen bei Edestin zunimmt, und 
daB die intramicellaren oder intermolekularen Assoziationskrafte auf ver 
schiedene Kinfliisse in derselben Weise reagieren wie die intermicellaren 
Kohasionskrafte. Die Zunahme der Viskositat nach dem Eintreten det 
Peptisierung bei weiterer Erhéhung der Salzkonzentration mu dann 
wahrscheinlich zum Teil aus dem weiteren Ausdehnen der Micelle erklart 
werden (vgl. S. 336), die man sich dann mit der Solvatfliissigkeit durch 
trankt vorstellen miiBte. Die Art der Adsorption wiirde dann ebenfalls 
auf die innere Solvatation von Einfluss sein, und die auf S. 328 (siehe 
unter Illa) konstatierte Tatsache, da die GréBe der Solvattliissigkeit bei 
einem gleichen Prozentsatz niedergeschlagenen Eiweibes unabhingig von der 
Salzkonzentration (nahezu) dieselbe ist, kOnnte aut einfache Weise erklirt 
werden; wenn ein bestimmtes Teilchen eben zu peptisieren anfangt, wiirde 
immer derselbe Auflockerungsgrad des ganzen Systems erreicht sein, was 
dieselbe Solvatation herbeifiihren wiirde. 

Indessen haben réntgenspektographische Untersuchungen bewiesen, dat 
nicht immer bei der Quellung in Salzlésungen eme innere Solvatation statt 
findet. Bei der Quellung von Cellulose (Ramie) wurde bewiesen, dali sich 
das Gitter in Salzlésungen hierbei nicht andert?, so da die Quellung in 
diesem Falle ausschlieBlich als intermicellar aufgefaBbt werden mul. Die 
intramicellaren Kohidsionskrafte sind in diesem Falle zweitelsohne recht 
groB; wenn diese geniigend abgeschwacht oder die inneren Hydratations 
zentren kraftiger geworden sind, z. B. durch Einfiihrung von Acetylgruppen, 
tritt wahrscheinlich mit bestimmten konzentrierten Salzl6sungen ein Zu 
stand intramicellarer Quellung ein ®*. 

Nachdem wir jetzt einen besseren Einblick in den Prozels der Pepti- 
sierung von Edestin durch Salzl6sungen bekommen haben, miissen wir den 
EFinfluB von Faktoren kapillarelektrischer Art bei diesem ProzeB noc: etwas 
naher betrachten. Im ersten Teil dieser Abhandlung wurden schon Er 
scheinungen genannt, die darauf hinwiesen, dai im allgemeinen bei diesem 
ProzeB auch soleche Einfliisse mit im Spiele sind. Im dritten Teil dieser Ab- 
handlung werden wir diese Sache noch etwas naher beleuchten. 


Zusammenfassung. 


Um einen Einblick in den PeptisierungsprozeB von Edestin durch 
Salzlésungen zu erhalten, wurde eine Untersuchung nach der Zusammen- 
setzung abgeschiedener Koazervate durch Wasserhinzufiigung zu den 
erhaltenen Solen als Funktion der Salzkonzentration der zugehérigen 
Gleichgewichtsfliissigkeit angestellt. 

Obwohl bei der Adsorption der einwertigen Lonen (im allgemeinen) 
dieselbe Reihenfolge auftrat, wie sie bei den Viskositatslinien gefunden 
war, deuten die Resultate darauf hin, daB die Peptisierung nieht in 
erster Linie von der Menge Wasser abhangig ist, die von den adsorbierten 


lonen zugefiihrt wird. 


: Siehe " # i. Katz u. iH. Mark, Zeitschr. i physik. ( he Th. 115, os). 
1925. — 2 J. R. Katz u. J. C. Derksen, Rec. trav. chim. 50, 746, 1931: 
man sehe itiber diesen Gegenstand auch 2. Koets, Dissertation Utrecht 1935 
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Um einen Einbtick in die Zusammensetzung der Koazervate (bzw. 
Ausflockungen) tiber ein gréBeres Salzgebiet zu bekommen, wurden 
auch die Zusammensetzung von einigen Ausflockungen bei niedrigerer 
Salzkonzentration und soweit méglich, von einigen durch Aussalzen 
erhaltenen Koazervate untersucht. 

Die Adsorption erwies sich immer als positiy im Peptisations- 
bereich und als negativ im <Aussalzbereich. Bei einer Salzkonzen- 
tration, die niedriger war, als diejenige des Peptisationsbereiches, war 
die Adsorption starker positiv. Zugleich zeigte sich, daB bei der Kon- 
zentration des Viskositaétsmaximums (sowohl bei Na,SO, bei neutraler 
Reaktion, als bei NaCl bei saurer Reaktion) die Salzkonzentrationen 
der Solvatfliissigkeit und der Gleichgewichtsfliissigkeit ziemlich gleich 
sein miissen. 

Das Sinken der Viskositaét zu beiden Seiten vom Maximum kénnte 
aus der Art der Asdorption erklart werden, wenn man annimmt, dab 
die zunehmende Grenzflachenspannung in beiden Fallen eine Ver- 
minderung des Viskositétsvolumens bewirkt. 

Um die Erscheinung der (scheinbaren) Entmischung bei Edestin- 
solen mit Elektrolytlésungen durch Wasserhinzufiigung erklaren zu 
kénnen, muB angenommen werden, daB intermicellare Kohasionskrafte 
mit im Spiele sind, so da dieser ProzeB kein ,,remer‘* Koazervations- 
prozeB ware, was auch auf Grund von Quellungserscheinungen von 
Edestin in Wasser weniger wahrscheinlich ist. Die untersuchten 
Systeme miissen also grundsatzlich als gelatinierende Systeme (Cber- 
gangssysteme zu Gallerten) betrachtet werden. Auch beim Aussalzen 
des Edestins scheint das Auftreten von intermicellaren Kohasionskraften 
wahrscheinlich. 

Der EinfluB der Art der Adsorption beim Peptisierungsproze®B und 
beim Aussalzen und der Veranderung der Grenzflachenspannung, die 
hiervon die Folge ist, kann in Analogie mit anderen untersuchten Fallen 
erklart werden. Die zunehmende Grenzflachenspannung unterstiitzt 
die intermicellaren Kohasionskrafte und beférdert sowohl beim Aus- 
flocken der Edestinsole durch Wasserhinzufiigung als beim Aussalzen 
die Ausflockung. Bei einer bestimmten minimalen Grenzflachenspannung 
werden dagegen die Kohasionskrafte durch die Warmebewegung der 
Micellen tiberwunden und es tritt Peptisierung ein. 

Der verschiedene EKinfluB der Ionen (nach der lyotropen Reihe) 
bei dem PeptisationsprozeB hangt direkt mit dem Grade der Adsorption 


zusammen. 

Beim PeptisierungsprozeB von Edestin durch Salzlésungen spielen 
sowohl die Erniedrigung der Grenzflachenspannung als die solvati- 
sierende Funktion der hinzugefiigten Elektrolytlésung eine Rolle, neben 
eventuellen Faktoren kapillarelektrischer Art. Der Proze® wird aber im 
allgemeinen an erster Stelle von dem erstgenannten Faktor bestimmt. 
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Uber Ketogenese im Lebergewebe und deren Autoregulation. 
Von 
S. Leites und A. I. Odinow. 


(Aus der Stoffwechselabteilung des Instituts fiir Experimentelle Medizin 
und dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Instituts fiir 
arztliche Fortbildung in Charkow, U.S. S.R.) 


(Eingegangen am 16. September 1955.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchung der alimentaren Ketonamic, die wir an gesunden 
Menschen durchgefiihrt haben, zeigte uns (S. Leites und Mitarbeiter), 
daB der Charakter der ketonamischen Reaktion auf Kinfiihrung von 
physiologisch-reaktivem Fett! —- 75 g Butter — weitgehend vom initialen 
(niichtern) Wert der Ketonkérper im Blute abhangig ist; bei verhaltnis- 
maBig geringem Niveau derselben bedingt eine Butterbelastung Hyper- 
ketonimie, wobei nach der hyperketonamischen Phase, etwa 3 bis 
6 Stunden nach der Belastung, eme hypoketonamische Phase eintreten 
kann: bei einer relativ hohen endogenen Ketonimie ruft Belastung mit 
der gleichen Menge Butter eine Hypoketonamie hervor. Wird auf der 
Hohe einer durch vorliufige Fettzufuhr bedingten Hyperketonaimie cine 
wiederholte Belastung mit Butter vorgenommen, so fiihrt dies zu keiner 
weiteren Erhéhung des Ketonkérperniveaus: im Gegenteil kann der 
Gehalt des Blutes an Ketonkérpern dann herabsinken. 

Diese Befunde gestatteten die Annahme, da Fett bzw. dessen 
Stoffwechselprodukte, unter  bestimmten Verhaltnissen adaquate 
Regulatoren des Ketonstoffwechsels darstellen, wobei der Ausgangs- 
zustand der Vorgiinge der Ketogenese den die Richtung der regu- 
latorischen Fettwirkung bestimmenden Faktor darstellt. 

Um nachzuweisen, auf welche Weise sich die Vorgange der Auto 
regulation im Fettstoffwechsel verwirklichen, war es vor allem not- 
wendig festzustellen, ob die Produkte des Fettstoffwechsels eine direkt 
regelnde Wirkung auf den Fettstoffwechsel und speziell auf die Vor- 
giinge der Ketogenese in den Geweben ausiiben. In bejahendem Falle 
miiBte die Aufgabe erwachsen, jene Bedingungen zu untersuchen, welche 
die Vorgainge der Autoregulation des Fett- bzw. Ketonstoffwechsels in 
den Geweben gewahrleisten und auch in Gesetzmabigkeiten nachzugehen, 
welche fiir besagte Vorgiinge charakteristisch sind. Die von Fischler und 


' Siehe S. Leites, W. Jussin u. M. Wodinsky, Zeitschr. f. exper. Med. 
90), 378, 1933; S. Leites, Klin. Wochenschr. 1984, S. L056. 
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Kossow, Toennissen, Snapper und Griinbaum u. a. bestatigten klassischen 
Untersuchungen von Hmbden lassen die Leber als Hauptorgan ansehen, 
in dem die Dehydrogenisation der Fettsiuren und die Bildung von 
Ketonkérpern vor sich geht. Daher wahlten wir das Lebergewebe als 
Untersuchungsobjekt, und nahmen uns in Anbetracht der oben an- 
gegebenen Aufgaben vor, die Prozesse der Bildung von Acetessigsaure 
und $-Oxvbuttersaure im Lebergewebe zu untersuchen und zwar sowohl 
per se, als auch bei unmittelbarem Zusatz von ketonbildenden Substanzen 
zum Leberbrei, und auch nach intravenéser und peroraler Zufuhr. 


Versuchsanordnung und Methodik. 


Bei den Versuchstieren, Kaninchen, die durch elektrischen Strom 
getotet waren', wurde die Leber entnommen, vom Blut reingewaschen und 
in 4 bzw. 5 Teile zu je LO g geteilt. Jede Portion Lebergewebe (zu 10 g) 
wurde im Morser mit 5 g Glaspulver und geringer Menge destillierten Wassers 
zu einem homogenen Brei verrieben; in einer Portion Leberbrei (10 ¢) wurde 
der praformierte Gehalt an Acetessigséure und //-Oxybuttersaure bestimmt, 
die iibrigen Portionen (zu je 10 g) wurden in 80,0 cem eines entsprechenden 
Phosphatpuffers (py 7,0, 5,6, 7,7) bzw. 0,99, NaCl (sowohl per se als 
auch mit Zusatz von ketoplastischen Substanzen) aufgenommen, in den 
Brutschrank bei 37 bis 38° auf 2 bis 4 bis 24 Stunden gebracht, wobei noch 
0,5 cem Chloroform und 2 bis 3 Tropfen Toluol hinzugefiigt wurden; nach 
dem Aufenthalt im Brutschrank wurde die Acetessig- und /-Oxybutter- 
siure bestimmt. Die Bestimmung der Ketonkérper geschah nach Snapper 
und Griinbaum*. Dieses Verfahren der Ketonkérperbestimmung in den 
Geweben hat folgende Vorziige vor anderen Methoden: erstens wird neben 
einer EnteiweiBung nach Folim auch noch eine Entfernung der Kohlen- 
hydrate durch CuSO, und Ca(OH), erzielt; letzteres ist absolut notwendig, 
um die Ketonkérper in kohlenhydratreichen Organen zu bestimmen, da 
sich bei Bichromatoxydation Substanzen bilden, welche Jod binden und 
mit HgSO, einen Niederschlag bilden. Zweitens wird bei Anwendung der 
Methode von Snapper und Grinbaum das bei Bichromatoxydation nach 
Engfeldt erzielte Destillat mit NaOH, H,O, und Fehing-Lésung mittels 
Redestillation im Doppeldestillationsapparat nach Embden-Baldes von 
Acetaldehyd und einigen anderen, Jod bindende und mit HgS0O, 
einen Niederschlag bildende Substanzen befreit. Kontrollversuche (Tabelle I) 
haben erwiesen, daB: a) Zusatz von Chloroform und Toluol die Prozesse der 
Ketogenese nicht beeinfluBt; b) eine maximale Ketogenese gew6éhnlich 
nach 24stiindigem Aufenthalt des Leberbreies im Brutschrank zu beob- 
achten ist; ¢) der prozentuale Fehler des Verfahrens 5°, nicht iiber 
steigt. Versuche wurden an der Leber von nichthungernden und hungernden 
Kaninchen angestellt. Kaninchen, die nicht gehungert hatten, wurden 
16 bis 18 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme getétet; hungernde 
nach 48 Stunden Hungern; bei letzteren betrug der Glykogengehalt der 


! Kontrollversuche bewiesen, da die Ketonkérper der Leber durch 
diese Art von Tétung gegeniiber anderen Verfahren (Képfung, Entblutung) 
keineswegs quantitativ verandert werden. — ? Diese Zeitschr. 185, 357, 


1926. 
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Leber 1,7 bis 1,5 g-9,: bet .nichthungernden*’ Kaninchen schwankte der 
Glykogengehalt der Leber zwischen 3,0 und 4,0 g-°,,. 

Die Ketogenese wurde im Leberbrei sowohl bei unmittelbarem Zusatz 
von ketonbildenden Substanzen, als nach intravenéser und peroraler Kin 
verleibung solcher Substanzen untersucht. 


Die Untersuchungen wurden an 70 Kaninchen angestellt. 


Tabelle I. 











Acet- p-Oxy- Acet- | 3-Oxy- 
essig-  butter- essig-  buiter- 
Versuch siure  siure | Versuch siure | siure 
Nr mg-9, mg-® Nr mg-° mg-°® 
3 Praformiert 1.4 12,7 12 Priformiert 1,4 14.6 
Nach 2 Std. 183 16,2 Nach 24 Std | 
24 , 4,1 183 + Chloroform (2,5 20,0 
und Toluol | 
4 Praformiert 0,6 9.8 Nach 24 Std. \o5 6 19.6 
6,0 7.0 
Nach 2 Std. 11 5,25 steril 
24 , 1.75 20,0 13 Praformiert 0.83 ati 
~ ae Nach 24 Std. | 
35 Praformiert 124 | 14,9 Chloroform (2.25 22.9 
Nach 24 Std. 44 29,5 und Toluol — | 
48 € 5,0 28,75 Nach 24 Std. 
steril (ohne 2,25 22.4 


Antiseptica ) | 





1. Ketogenese in der Leber nichthungernder Kaninchen. 

Die Angaben der Tabelle Il zeigen, daB der Gehalt des Leber- 
yewebes nichthungernder Kaninchen an Acetessigsiure von 0 bis 
2,6 mg-°%, im Durehsehnitt 1,12 mg-°%,, betragt und seim Gehalt an 
B-Oxybuttersiiure 9,8 bis 21,7 mg-%, durehschnittlich 15,38 mg-%, 
ausmacht. Nach 24stiindigem Aufenthalt des Leberbreies im Brut- 
sehrank bei 7’ 37 bis 38° stieg der Gehalt an Acetessigsaure und 
p-Oxybuttersiiure an. Somit gehen im Leberbrei Prozesse der Keto 
genese vor sich, namlich Bildung von /-Oxybuttersaure und eine teil- 
weise, relativ geringfiigige, Oxydation der /-Oxybuttersaure zu Acet- 
essigsiure. Kine teilweise Oxydation von /-Oxybuttersaure zu Acct- 
essigsiiure im Leberbrei fand auch in den Versuchen von Wakemann und 
Dakin und von Mariott statt. Was den Abbau von Ketonkérpern bis zu 
Endprodukten im Lebergewebe anbetrifft, so haben unsere Versuche mit 
Leberbrei, den Experimenten von Snapper und Griinbaum an det 
isolierten Leber entsprechend gezeigt, daB die Leber nur der Ort der 
Bildung von Ketonkérpern und nicht der Ort ihrer Oxydation zu End- 
produkten darstellt. 

Die Bildung von p-Oxybutter- und Acetessigsdaure im Leberbrei 
wihrend des Aufenthaltes im Brutschrank ist nicht das Resultat ciner 
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Tabelle Ketoge: 
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0,9° oige NaCl 0,9 ° 
Ver Pa = 7,0 Pu = 5,6 Pu=7 
such Acet- 3-Oxy- 
essig- butter- Acet- 3-Oxy- Acet- 3-Oxy- Acet- 3-Oxy- Acet- 3-( Acet- 
siure  stiure essig- butter- —essig- butter- essig- butter- essig- butt essig- 
siure siure siure siure siiure stiure shure Siur saure 
mg-9 mg-9/ mg-°/, | mg-%9 mg-°/, | mg-9/» mg-9),  mg-9%/5 mg-9/9 mg mg-9/o 
3 4 5 6 7 8 9 10 12 
2 1,9 14,0 4, 2,1 
3 1,4 12,7 4,1 18,3 2,7 
4 0,6 9,8 1.75 | 20,0 1,15 
5 - 13,75 
j 6 12 14,1 1,7 | 165 0,5 
{ ij 1,7 12,7 43 18,8 2.6 
8 (04 146 | 04 | 210 0 
y 19,8 — 23,5 = 
10 0,8 19,0 0,8 | 225 0 
11 — 16,6 —- 24,1 
12 1,4 14,6 ~ 16,6 : 
13 0.83 21,7 225 229 1,42 
98% 125 166 | 325 | 235 2.0 
15 0,83 17,7 18 | 21,25 | 3,5 | 31,25 | 29 22,5 0,97 
16 Bat 16,6 3,6 25.0 3,75 18,3 1.9 24 
‘7 2.6 13,7 3,8 21,25 83 18,75 
18 Sk 16,6 2,1 23,15 
19 1.6 11,25 
20 2.6 16,25 4.4 17,21 
21 2.6 14,58 4,3 17,08 
22 183 | 10,0 3,08 | 23,14 5,41 15,62 8:17 | 25, 
23 0.58 12,29 2.0 26.0 3.26 23,75 816 203 
24 (0) 14,1 1,6 25,4 
20 7 O17 18,33 0,17 23,0 
26 0 18,75 0 27,5 
27 0 19.6 1,1 29.6 
29 0) 15,21 3,4 24.6 
30 0 21,7 0 26,0 4,9 19,25 
31 1,5 19,5 3,4 30,25 
32 0 12,0 3,0 23,0 
33 1,9 11,25 
35 1,24 | 17,9 44 29.5 
36 = «2.0 «12.95 42 30,0 
37 1,6 21,25 30,0 
38 15,0 4.4 27,5 
39 0 10,0 3,5 31,75 
49 0,5 14,5 4.3 28,0 
55 2,0 11,25 4.6 30,5 9,6 26,0 
72 8,00) 26,26 5,44 206 = 2,58 8 + 1,31 






Mittel 1,12 | 15,38 2,43 20, 












cone | 2.6 21,7 43 | 235 44 31,75 | 96 26,0 3,17 25, 2,7 
1 

Mini- | 9 98 | 04 | 165 0 17,08 325 1562 19 203 0 
mum | 


Ketogenese im Lebergewebe und deren Autoregulation. 


m Lebergewebe. 





Zunahme der Ketonkirper binnen 24 Std. 


Phosphatpuffer Phosphatpuffer 


Phosphatpuffer 


0,9 %/oige NaCl 


Pu = 7,0 Pa = 5.6 Pa = '! 


Acet- p-Oxy- Acet- 3-OXxy- Acet- 3+-OXY- Acet B-Oxy 
essig- butter- essig- butter- essig- butter- essig- butter- 
stiure siure siure siure siiure siiure siiure siure 


mg-9/9 mg-° ; mg-°/9 mg-°/o mg-°/9 mg-) mg-° ; mg-° 


14 15 16 17 18 19 
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Enzymwirkung, denn auch nach vorherigem Kochen steigen die Keton- 
kérper binnen 24 Stunden ebenso an, wie auch ohne Kochen des Leber- 
breies (Tabelle ILI). 

Tabelle LIL. 





ee Acetessigsiure 3-Oxybuttersiiure 
ari | \ 
Nr. mng-° mg-9/5 
60 * Peaioeiet: 2OUee Me OO, oe tees er 19,5 
Nach 24 Stunden ohne Kochen des Breies 2,7 30,75 
Nach 24 Sunden mit Kochen des Breies 2.7 30,75 
63 Praformiert ih ie lots ee “eee 1,0 13,5 
Nach 24 Stunden ohne Kochen des Breies 2.4 22.6 
Nach 24 Stunden mit Kochen des Breies 2.8 22.6 


* Leber eines Kaninchens, das 24 Stunden gehungert hatte. 


Offenbar wird im Leberbrei S-Oxybuttersaure aus (ungesattigter) 
Krotonsiiure durch Autooxydation gebildet (Hinsberg und Holland). 
Der quantitative Grad von Ketonkérperbildung wird im Leberbrei 
einerseits durch das Milieu, in welchem die 
Ketogenese vor sich geht, und andererseits 
durch den Wert des pritormierten Keton- 
kérpergehalts der Leber bestimmt. Die Versuche 
(Tabelle II) zeigen, daB die maximale Bildung 
von Acetessigséure bei pu = 5,6 erfolgt (Steige- 
rung um 3,85 mg-°% durchschnittlich); bei 
pu = 7,0 erfolgt eine Steigerung von 1,9 mg-% 
(durchschnittlich); bei px = 7,7 eine solehe um 
1,18 mg-%, und in physiologischer Kochsalz- 
lésung um 1,34mg-°%,. Was die /-Oxybuttersaure 
a a eenese im Leber-  anbetrifft, so findet eine maximale Bildung der- 
GH 2-Oxybuttersiure, mg-0/o. selben bei pu = 7,0 statt (Steigerung um 
Acetessigstiure, mg-°/o. 10,7 mg-°% durehsehnittlich); bei pa = 5,6 be- 

trigt die Steigerung 5,89 mg-°% (durchschnitt- 
lich), also bedeutend weniger als bei pu 7,0 und py 7,7. Somit ist ein 
Milieu mit pu = 7,0 fiir die Bildung von 6-Oxybuttersdiure optimal ; fiir 
die Bildung von Acetessigsiure aus $-Oxybuttersiure ist ein pu = 5,6 
optimal (Abb. 1). 

Der praformierte Gehalt der Leber an Ketonkérpern tbte in einer 
ganzen Reihe von Versuchen einen bestimmenden EinfluB auf den Grad 
der Ketogenese aus. In Versuchen mit verhiltnismaBig geringem 
praformierten Ketonkérpergehalt war der Grad der Ketogenese weit 
héher als in Versuchen, in denen der praformierte Ketonkérpergehalt 
recht hoch war. So war im Versuch 4 (Tabelle II) bei praformiertem 
Gehalt an f-Oxybuttersiure = 9,8 mg-% die Ketogenese betrachtlich 
héher als in den Versuchen 9, 10, 15, in denen der praformierte Gehalt 
an f§-Oxybuttersiure entsprechend 19,8, 19,0, 21,7 mg-% betrug. Das 
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nimliche zeigt ein Vergleich der Versuche 22, 23, 24, 32, 39 und 55 mit 
den Versuchen 30, 37. Zwar ist cine 100 %ige GesetzmaBbigkeit hierbei 
nicht zu beobachten; in einzelnen Versuchen (35, 37) sah man eine 
ziemlich stark ausgeprigte Ketogenese, obwohl das Niveau der pra 
formierten Ketonkérper verhaltnismabig hoch war; andererseits war bei 
einem relativ niedrigen Stand der praformierten Ketonkérper der Grad 
der Ketogenese in einzelnen Versuchen (z. B. 12) nur schwach aus- 
gepragt. Dies sind aber vereinzelte Versuche, da in den meisten Ex- 
perimenten der Grad der Ketogenese in der Regel zum Gehalt an pra- 
formierten Ketonkérpern im entgegengesetzten Verhaltnis stand. Bei 
hohem Ausgangsniveau der Ketonkérper in der Leber eines kranken 
Kaninchens (Infektion) wurde nach 24stiindigem Aufenthalt des Leber- 
breies im Brutschrank sogar eine Herabsetzung der Ketogenese nach 


weisbar. 


Kaninchen Nr. 45.  Praformierter Ketonkérpergehalt der Leber 
28,7 mg-%; nach 24 Stunden: 26,5 mg-°, bei pa 7,0 und 20,0 mg-% bei 


PH 5,6. 

Die Ergebnisse der hier angefiihrten Versuche entsprechen unseren 
Resultaten bei Untersuchung der Ketonkérper des Blutes bei Menschen 
binnen 9 Stunden in niichterndem Zustand: bei verhiltnismabig 
niedrigem Ausgangsniveau der Ketonkérper des Blutes steigt die Kurve 
der Ketonamie, und bei verhaltnismaBig hohem Niveau sinkt sie herab. 

Der Umstand, daB die Ketogenese in saurem Milieu viel schwacher 
als in neutralem ist, gestattet die Annahme, daB in der Entwicklung 
der Ketogenese selbst (hauptsachlich in der Bildung von /-Oxybutter- 
sdure) schon ein Faktor liegt, und zwar Verschiebung der H-Ionen 
Konzentration (Bildung lokaler Sauerungsherde nach Steppuhn), welcher 
zur Hemmung desselben Prozesses fihrt. 

Der Zusatz von Buttersiure (Kahlbawm) zum Leberbrei nicht- 
hungernder Kaninchen (Tabelle 1V) wird von keiner Acetessigsaure- 
bildung begleitet; im Gegenteil sah man in einem Teil der Versuche 
sogar eine gewisse Hemmung derselben; in einzelnen Fallen, in denen die 
praformierte Ketogenese unscharf ausgebildet war (25, 25a, 25b), 
bedingte der Zusatz von Buttersiure einen Anstieg der Acetessigsaure ; 
was die Bildung von f-Oxybuttersiiure beim Zusatz von Buttersiiure 
anbetrifft, so 14Bt sich in den meisten Versuchen folgende gesetzmaBige 
Beobachtung machen, die bei einem py =: 7,0 besonders deutlich zutage 
tritt. Ist die priformierte Ketogenese binnen 24 Stunden schwach aus- 
gepragt, so wird der Zusatz von Buttersdiure von einer Bildung von 
f-Oxybuttersaure begleitet: ist die pratormierte Ketogenese binnen 
24 Stunden hingegen betrachtlich, so bewirkt der Zusatz von Butter- 
siure eine Hemmung der /-Oxybuttersiurebildung (Abb. 2). 

In den Versuchen 20, 21, 25, 25a war der Anstieg von /-Oxybutter- 
saure binnen 24 Stunden gering (Zunahme um 0,9, 2,50, 4,67 mg-°,); nach 


23* 
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Zusatz von Buttersaure stieg die Bildung von //-Oxybuttersaure entsprec hen 
um 7,16, 6,88, 5,6 mg-%. In den Versuchen 17, 22, 27, 55 war der Anstie; 
von /-Oxybuttersiure binnen 24 Stunden verhaltnismaBig bedeutend (un 
7,55, 13,14, 10, 19,25 mg-®,); in diesen Versuchen bewirkt der Zusatz von 
Buttersiure eine Hemmung der Ketogenese. 

Die Resultate der hier angefiihrten Versuche entsprechen unseren 
Befunden bei der Untersuchung der alimentiren Ketonaimie: _ bei 
niedrigem Ausgangswert der Ketonkérper des Blutes ruft eine Belastung 
mit 75g Butter Hyperketonimie hervor 





* Os 
SS » rar hingegen der Ausganoswert der Ke 
Ss 5 +. war hingegen der Ausgangswert der Keton 
eS Q BS k6rper hoch, so fiihrt die gleiche Belastung 
Ss Ss ~~ aw tw) 
2 SS 8 8 © unter bestimmten Verhiiltnissen eine Hypo 
s Ss ketonimie hervor. 








kbenso wie der initiale Ketonkérper 
gehalt der Leber den Grad der Ketogenese 
in der Leber bestimmt, so bedingt der Grad 
der pritormierten Ketogenese —binnen 
24 Stunden die Prozesse der Bildung von 
fp-Oxybuttersiure aus zugesetzter Butter 
siure. Die Abhingigkeit dieses Vorgangs 

Abb. 2. Ketogenese im Leber- r 
beet mach Zusnts von Batter- von dem Ausgangszustand der Ketogenese 


siure. wird noch mehr durch den Umstand her 
® p-Oxybuttersiure, mg-°/; 


Acetessigsiure, mg-°/9. 


$7231 $083 | 87) 
1724 21,91 27,37 








1% 10 27,00 22, 60 





vorgehoben, daB die Bildung von /-Oxy 
buttersiure bei Zusatz von Buttersaure 
nicht von der zugesetzten Menge dieser letzteren abhingt (Versuche 28, 
28b; 25, 25a und 25b; 22, 22a, 22b; 27, 27a, 27b, Tabelle IV). 


Il, Ketogenese in der Leber hungernder Kaninchen. 
Die Ergebnisse der in Tabelle V dargestellten Versuche zeigen, dab 

der Gehalt der Leber hungernder Kaninchen an Acetessig- und / 
Oxybuttersdiure héher ist als bei nicht 

Pye5,6 hungernden Kaninchen. Nach 24stiin 
digem Aufenthalt des Leberbreies 
hungernder Kaninchen im Brutschrank 
steigt der Gehalt an Acctessigsaure 
bedeutender an, als in der Leber nicht 
hungernder Tiere ; bei nichthungernden 
Kaninchen steigt die Menge Acetessig 
siure bei py = 5,6 um 3,85 mg-%, und 
bei hungernden um 5,0 mg-% (dureh 


Praform 





3 O0N ‘ SSN 
16,50 2450 2926 32,353 26,04 35,32 sehnittlich); bei pu = 7,0 bei nicht 
hungernden Kaninchen um 1,9 mg-°,. 
hungernder (linke Saulen) und hungern- ynd bei hungernden um_ 3.5 mg-°%, 





aN 








Abb. 3. Ketogenese im Leberbrei nicht- 


der (rechte Siulen) Kaninchen. ‘. . 
GB 2-Oxybuttersture, mg-/ Auch ist der Anstieg der §-Oxybutter 


Acetessigsiiure, mg-9/o. siure starker, wobei im Gegensatz 






















Ketogenese im Lebergewebe bei Zusatz von Buttersaure. 
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zu nichthungernden Kaninchen der maximale Anstieg von p-Oxy 
buttersiure in saurem Milieu bei py 5,6 stattfindet (Abb. 3). 


Somit laBt sich bei Verarmung der Leber an Glykogen (Hungern) der 
oben geschilderte EinfluB der sauren Reaktion auf die Vorginge de1 
Ketogenese nicht mehr beobachten. Der quantitative Anstieg der 
§-Oxybuttersiure binnen 24 Stunden befindet sich (besonders bei 
pu ~- 5,6) in einer bestimmten Abhingigkeit von dem Ausgangsgehalt 
der Leber an Ketonkorpern, ebenso wie es bei nichthungernden Kaninchen 
der Fall ist. So war in einer Reihe von Versuchen mit relativ geringem 
priformierten Ketonkérpergehalt (41, 42, 48, 50, 53, 54) der Grad des 
Anstiegs der /-Oxybuttersiiure in 24 Stunden ein bedeutenderer, als in 
Versuchen mit verhaltnismaBig hohem Ausgangsniveau der Keton 
kérper in der Leber (46, 48, 49, 52). Ubrigens muB bemerkt werden, dab 
diese GesetzmaBigkeit in vereinzelten Fallen (z. B. im Versuch 47) auch 
nicht zu erkennen war; soleche Versuche bilden jedoch eine Ausnahme 

Die Ketogenese im Leberbrei hungernder Kaninchen (bei Zusatz 
von Buttersaiure) wird, ebenso wie bei nichthungernden Kaninchen, durch 
den Zustand der priformierten Ketogenese binnen 24 Stunden be 
stimmt (Tabelle V1): war die praformierte Menge von /-Oxybutter 
siure in 24 Stunden keine sehr groBe (Versuche 41, 48, 44, 54), so 
bewirkt der Zusatz von Buttersiure eine ziemlich starke Bildung von 
f-Oxybuttersaure ; wenn aber die praformierte Ketogenese in 24 Stunden 
mit groBer Intensitat vor sich geht (Versuche 42. 57), so wird der Zusatz 
von Buttersiure entweder von einer sehr geringen Bildung von / 
Oxybuttersaiure begleitet (Versuch 57) oder die Bildung dieser Saure 
wird sogar noch herabgesetzt (Versuch 42). Das namliche bezieht sich 
auf Acetessigsiure: bei intensiver praformierter Bildung derselben in 
24 Stunden (Versuch 43 und 44) wird die Bildung von Acetessigsiiure 
durch den Zusatz von Buttersiure herabgesetzt. 


Ks mu bemerkt werden, daB der Zusatz von Buttersaure zum 
Leberbrei von hungernden Kaninchen zur Bildung von Ketonkérpern bei 
gréBerer praformierter Ketogenese fiihrt, als es bei nichthungernden 
Kaninchen der Fall ist, und daB nur bei intensiver praformierter Keto 
genese der Zusatz von Buttersiure einen deprimierenden Effekt auf dir 
Ketogenese ausiibt. In Versuchen in vivo haben wir (Leites, Sorkin und 
Agaletzkaia; Leites, Lifschitz und Odinow) auch festgestellt, daB dir 
,.ketoniimische Schwelle‘‘, d. h. dasjenige Niveau der Ketonkérper des 
Blutes, bei dem die antiketogene Wirkung der einverleibten Butter an 
den Tag tritt, in pathologischen Zustiinden mit Glykogenverarmung de: 
Leber (Diabetes, Basedow, Lebererkrankungen) ansteigt. Offenba: 
bedingt die obenerwihnte Abschwichung der hemmenden Wirkung des 
sauren Milieus auf die Prozesse der Ketogenese im Lebergeweb: 
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S. Leites u. A. 1. Odinow: 


hungernder Tiere eine erhéhte Méglichkeit der Ketonkérperbildung in 
einer glykogenarmen Leber. 

Versuche mit intravenéser Zufuhr von buttersaurem Natrium und 
darauffolgender Untersuchung der Ketogenese im Leberbrei (‘Tabelle VII) 
zeugen davon, daB in einigen Fallen (Versuche 60, 61, 62) der Keton- 
kérpergehalt der Leber herabgesetzt wird, und in anderen (Versuche 58, 
59) ansteigt. Diese auf den ersten Blick ungeregelten Resultate sind in 
Wirklichkeit ganz gesetzmaiBig, denn der Grad der Ketogenese nach 
Zusatz von Buttersiure wird — wie oben erwahnt weitgehend von 
dem praformierten Zustand der Ketogenese in der Leber bestimmt. 
Offenbar hatte in den Versuchen, in denen der Ketonkérpergehalt 
der Leber nach Buttersiurezufuhr fiel, eine intensive praformierte 
Ketogenese stattgefunden, in denjenigen Fallen aber, wo der Keton- 
kérpergehalt der Leber nach Zufuhr von Buttersaiure anstieg, war die 
praformierte Ketogenese nur schwach gewesen. Selbstverstindlich 
waren wir nicht imstande, den Zustand der praformierten Ketogenese 
(vor Einfiihrung der Buttersaure) in denjenigen Versuchen zu bestimmen, 
in denen die Ketogenese nach in vivo erfolgter Buttersiurezufuhr 
untersucht wurde. 

Was die Ketogenese binnen 24 Stunden nach Einfiihrung von 
Buttersaure anbetrifft, so war der Grad der Ketogenese, wic auch in den 
vorhergehenden Versuchen, durch das Ausgangsniveau der Keton- 
kérper in der Leber bestimmt: war das Niveau der Ketonkérper ver- 
haltnismaBig niedrig (Versuche 60, 61, 62), so ging die Bildung von 
f-Oxybuttersiure in intensiver Weise vor sich; bei hohem Gehalt an 
Ketonkérpern (Versuche 58, 59) war dagegen die Bildung von f-Oxy- 
buttersaure weniger scharf ausgeprigt. Derartige Resultate wurden auch 
inVersuchen mit peroraler Zufuhr von oleinsaurem Natrium (68, 69) erzielt. 

Bereits die klassischen Untersuchungen von Embden und seinen 
Mitarbeitern haben erwiesen, daB bei der Perfusion der isolierten Leber 
mit Salzen der Essig- und Brenztraubensiure Ketonkérper gebildet 
werden. Monguio (aus dem Laboratorium von Thannhauser) hat unlangst 
nachgewiesen, dafS bei intravenéser Zufuhr von essigsaurem Natrium 
sowohl bei Hunden, als bei Menschen unter bestimmten Bedingungen 
ein Anstieg der Ketonkérper im Blute erfolgt. In Versuchen mit (in 
Warburgs Apparat) iiberlebenden Schnittpriparaten von Rattenleber- 


gewebe hat dieser Forscher ebenfalls einen Anstieg des Acetonwertes bei 
Zusatz von essigsaurem Natrium festgestellt. Auf Grund dieser Befunde 
zicht Monguio den SchluB, daB im Organismus eine synthetische Bildung 
von Ketonkérpern aus Essigsaure stattfinden kann, die nach Friedmann 
folgendermaBen verlauft: 


CHs,.CHO + CH,;.COOH — 
CH,.CH = CH.COOH —~» 
CH,.CH (OH). CH,COOH. 
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Gorr setzte zum Rinderleberbrei Natriumpyruvinat zu und beob- 
achtete Acetonbildung. Ernd Annau sah auch bei Zusatz von brenz- 
traubensaurem Natrium zu Kaninchenleberbrei eine Bildung von Keton- 
kérpern; nach Annau verlauft dieser ProzeB nach vorheriger Poly- 
merisierung zweier Brenztraubensiuremolekiile wie folgt: 

CH, CH, CH, 


OH 
COOH 
| | ! | 
COOH COOH CH, CH, CH, 
| 
CO COOH COOH 


ate C8. 08 —»£ 


O— C< 


COOH 


Ammoniak bzw. NH,Cl steigert die Bildung von Aceton aus Brenz- 
traubensaiure, indem es den ProzeB der Kondensation zweier Molekiile 
aktiviert. An Hand dieser Befunde stellten wir eine Reihe von Ver- 
suchen an, in denen essigsaures Natrium und Brenztraubensaure zu 
Leberbrei hinzugefiigt wurden, um die Méglichkeit einer synthetischen 
Ketonkérperbildung unter Versuchsverhaltnissen mit Leberbrei nach- 
zupriten und auBerdem die Verhaltnisse zu beleuchten, unter denen sich 
diese Ketogenese vollziehen kann. 

Wie aus den Versuchsergebnissen (Tabelle VIII) hervorgeht, iibt der 
Zusatz von Na-Acetat zum Leberbrei keinen bestimmten EinfluB auf die 
Entstehung von Acetessigsiure und f-Oxybuttersiure aus; in einigen 
Versuchen beobachtete man eine geringe Steigerung derselben, in 
anderen — eine leichte Herabsetzung. Nach intravenéser Zufuhr von 
Na-Acetat blieb der Ketonkérpergehalt der Leber in demselben Bereich 
wie in Versuchen ohne Zufuhr dieser Substanz; auch die Ketogenese in 
Leberbrei wird dureh Einfiihrung von Na-Acetat nicht beeinfluBt. 
Buttersaure kann, wie erwahnt, unter den gleichen Versuchsbedingungen 
als Quelle der Ketonkérper dienen. Méglicherweise ist das Vorhandensein 
einer intakten Zelle fiir die synthetische Ketonkérperbildung aus Essig- 
siure notwendig: tibrigens haben Versuche mit Kinfiihrung von Na- 
acetat in vivo mit anschlieBender Untersuchung der Leberketon- 
kérper zu keinen positiven Ergebnissen gefiihrt. Offensichtlich ist die 
synthetische Bildung von Ketonkérpern aus Essigsiure nach Monguio- 
Friedmann nur unter bestimmten Bedingungen moglich (langes Hungern. 
Diabetes). 

Versuche mit Zusatz von Brenztraubensaiure zum Leberbrei nicht- 
hungernder und 48 Stunden hungernder Kaninchen (‘Tabelle 1X) mit 
darauffolgender Untersuchung der Bildung von Acetessigsiure und 
/-Oxybuttersiure haben keine positiven Ergebnisse geliefert; nur in 
einem Versuch (32) konnte ein ziemlich betrachtlicher Anstieg der /J- 
Oxybuttersiure und in einem anderen Versuch (36) ein Anstieg der 
Acetessigsiiure nachgewiesen werden: in den ubrigen Versuchen wurde 
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die Ketogenese durch Zusatz von Brenztraubensiure entweder etwas 
gesteigert oder herabgesetzt. 

Somit gestatten unsere Versuche uns nicht, die von Gorr und Annau 
erhobenen Befunde vollkommen zu bestitigen. Ubrigens muf bemerkt 
werden, dab Gorr eine Acetonbildung aus Brenztraubensaure nur im 
Rinderleberbrei nachweisen konnte ; in Leberbrei des Kaninechens war 
nach Angabe von Gorr selbst — die Bildung von Aceton aus Brenztrauben- 
sdure nur ganz geringfiigig. Annau experimentierte mit Kaninchen- 
leberbrei und beobachtete dennoch in seinen Versuchen Ketogenese aus 
3renztraubensiure. In Versuchen mit intravenéser Zutuhr von Brenz- 
traubensiure konnte ein gewisser Anstieg des Acctessigsiiurewertes in 
der Leber nachgewiesen werden. Nach den Befunden von Annau wird 
die Ketogenese aus in der Leber praformierter und zugesetzter Brenz- 
traubensaure durch Zusatz von NH,Cl gesteigert: daher stellten wit 
Versuche an, in denen wir die Ketogenese nach Zusatz von NH,Cl und 
NH,Cl + Brenztraubensaiure untersuchten, wobei wir das NH,Ct in 
denselben Dosen hinzufiigten. wie Annau es in seinen Versuchen getan 
hatte. In diesen Versuchen (Tabelle X) konnten wir aber keine Akti- 
vierung der Ketogenese durch NH,Cl nachweisen; vielmehr erfolgte 
eine Herabsetzung derselben. Es mu hier bemerkt werden, daB sich 
beim Zusatz von Brenztraubensaéure zum Leberbrei sofort (ohne Aufent- 
halt des Breies im Brutschrank) Substanzen (offenbar Abbauprodukte 


von CH, .CO.COOH) bilden, die Jod binden, bzw. mit HgSO, einen 
Niederschlag erzeugen; méglicherweise haben diese Stoffe in Annaus 


Versuchen eine Acetonbildung vorgetiuscht. 

Es war also in Versuchen mit Kaninchenleberbrei nur Buttersaure 
als Ketonbildner wirksam, wobei das Ergebnis unterschiedlick war, und 
durch den Ausgangszastand der Prozesse der Ketogenese in der Leber 
und durch den Gehalt der Leber an Glykogen bestimmt wurde 


Schlu6folgerungen. 

lL. In Kaninchenleberbrei erfolgt bei 24stiindigem Aufenthalt im 
Brutschrank bei eimer Temperatur von 37 bis 38° die Bildung von 
Acetessigsiure und /-Oxybuttersiure: dieser Vorgang erfolgt offenbar 
durch Autooxydation. 

2. In Leberbrei vo1 48 Stunden lang hungernden Kaninchen sind die 
Prozesse der Ketogenese in intensiverer Weise als bei nichthungernden 
Kaninchen ausgeprigt. 

3. Optimal fiir die Bildung von Acetessigsiure in Leberbrei nicht- 
hungernder Kaninchen ist ein Milieu von pa — 5,6; fiir die Bildung von 
fb-Oxybuttersiure py = 7,0. Optimal fiir die Bildung von Acetessig- 
saure und /-Oxybuttersiure im Leberbrei hungernder Kaninchen ist 
ein Milieu mit pu 5.6. 
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4. Der quantitative Grad der Ketogenese wird bei 24 Stunden 
Aufenthalt des Leberbreies im Brutschrank in gewissem Grade durch 
die praformierte Menze von Ketonkérpern der Leber bestimmt; bei 
verhaltnismabig niedrigem Niveau derselben ist die Ketogenese inten- 
siver, als bei verhiltnismiBig hohem Ketonkérpergehalt. 

5. Die Ketogenese im Leberbrei bei Zusatz von Buttersiture wird 
durch den praformierten Zustand der Ketogenese bestimmt; bei 
schwacher priformierter Ketogenese wird binnen 24 Stunden nach 
Zusatz von Buttersiure f-Oxybuttersiure gebildet; ist aber die pra- 
formierte Ketogenese binnen 24 Stunden bedeutend, so fiihrt Zusatz von 
Buttersiure zu einer Herabsetzung der Bildung von P-Oxybuttersaure. 

6. Der Zusatz von Buttersiiure zum Leberbrei hungernder Kaninchen 
fihrt zur Bildung von Ketonkérpern bei int-nsiverer priformierter 
Ketogenese als bei n chthungernden Tieren, und nur bei sehr intensiver 
praformierter Ketogenese iibt der Zusatz von Buttersaiure eine depri- 
mierende Wirkung auf die Ketogenese aus. 

7. Der Zusatz von Na-acetat und Brenztraubensiure zu Leber- 
brei hatte unter unserer Versuchsanordnung keinen bestimmten und 
merkbaren Einflu8 auf die Prozesse der Ketogenese. 

8. Die angestellten Untersuchungen gestatten den Schlub, dab 
die intermediiren Fettstoffwechselprodukte unter bestimmten Ver- 
haltnissen in adiquater Weise unmittelbar imstande sind die Vorginge 
der Ketogenese in der Leber zu regeln. Als einer der wesentlichen 
Faktoren, von denen die Richtung der regulatorischen Wirkung der 
intermediaren Fettstoffwechselprodukte abhingt, erscheint der Aus- 
gangszustand der Prozesse der Ketogenese; geniigender Gehalt der 
Leber an Glykogen ist eine der Bedingungen, welche die vollstandige 
Verwirklichung der autoregulatorischen Prozesse in der Leber garantieren. 
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Uber Affinititen zwischen Proteinen und Fettsiuren, 
Fetten oder Lipoiden. 
Von 
St. J. von Przytecki, E. Hofer und S. Frajberger-Grynberg. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau. 


(Eingegangen am 35. Oktober 1935.) 


Die Proteine geben, wie bekannt, sehr verschiedenartige Verbin 
dungen mit den im Titel angegebenen Stoffen. Besonders untersucht 
sind die Verbindungen zwischen Proteinen und den Lipoiden Cholesterin 
und Lecithin. Diesen Symplexen werden verschiedene besondere 
physiologische Eigenschaften und Spezifitaten zugeschrieben. Sit 
wurden Lipoproteide genannt (1) (2). Weniger untersucht sind die 
Verbindungen zwischen Proteinen und Fetten sowie Fettsaéuren. Diese 
Symplexe kommen aber im Zellinnern vor, z. B. in Eiern verschiedener 
Tierklassen. AuBerdem interessieren sie aus technischen Griinden, 
z. B. als Emulsifikatoren, Emulgierungsmittel. 

Die Symplexe, die aus Proteinen und Fetten oder Lipoiden auf- 
gebaut sind, kénnen nicht einheitiich aufgefaBt werden. Sie sind sehr 
verschiedener Art und die bindenden Gruppen sind je nach dem be- 
teiligten Lipoid, als auch je nach dem Protein sehr verschieden. 
In vielen Fallen kénnen sicher Mischkomplexe entstehen. 

Wir wollen in dieser Arbeit 1. die theoretische Analyse durch- 
fiihren und 2. einige Beispiele, die die Existenz verschiedener Bindungsart 
beweisen, angeben. 

Theoretische Betrachtungen. 

Zwei Stoffe miissen, um Komplexe zu geben, bestimmte Gruppen 
enthalten, die Affinitéten zueinander besitzen. Pfeiffer (3) sowie 
Hiickel (4) unterscheiden dreierlei Molekilverbindungen, und zwar 
1. zwischen zwei Atomen; 2. zwischen Atom und einer bestimmten 
Atomgruppe oder einer ganzen Molekiil; 3. zwischen zwei Atomgruppen 
oder Molekiilen. Die Proteine sind zu komplizierte Gebilde, als dab 
man eine Teilnahme des ganzen Molekils bei der Bindung annehmen 
kénnte. Dasselbe kénnen wir von der zweiten Komponente sagen. 
Somit kénnen Symplexe durch Bindungen zwischen 1. Atom—Atom, 
2. Atom—Atomgruppe und 3. Atomgruppe--Atomgruppe, z. B. 
CH,CH,CH, im Fett, angenommen werden. 

Im allgemeinen miissen wir folgende Symplexe unterscheiden: 
I. Protein und Fettséuren [a) gesattigte, b) ungesattigte]; II. Protein 
und Fette (aus gesattigten oder ungesattigten Fettsauren aufgebaut); 
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III. Proteine und Cholesterin oder andere Sterine: IV. Proteine 
und Ester des Cholesterins; V. Proteine und Phosphatide ; VI. Proteine 
und Cerebroside usw. 


Die erwahnten Symplexe kénnen entweder als Adsorbate von 
Proteinen auf Fettkugeln oder in Lésung dispergiert vorkommen. Die 
erste Art ist fiir die zwei ersten, die zweite fiir die vier letzten Typen 
bekannt. Es ist aber sicher, daB auch klar geliste Fett-Proteinsymplexe 
existieren. 

Je nachdem gesattigte oder ungesattigte Fettsauren vorliegen, 
kénnten sie durch folgende Gruppen mit Proteinen in Bindung treten!: 
1. durch apolare Gruppen CH,CH,CH,, 2. durch CHC H-Gruppen, 
3. durch die COOH-Gruppen. 

Kine groBe Anzahl der Proteine, theoretisch alle, einschlieBlich 
der Protamine, besitzen apolar gebaute Aminosaurereste, die mit 
apolaren Gruppen der Paraffine .assoziieren kénnen, z. B. die Leucin- 
reste (5). 

Die CH=CH-Gruppen sind besonders aktiv und wir konnten uns 
von der Affinitat verschiedener Proteine zu diesen Gruppen iiberzeugen. 
Die CH=CH-Gruppe kann nicht nur mit apolaren Gruppen, sondern 
auch mit polaren Gruppen in Bindung treten (6). Das Athylen kann 
z. B. im K [Pty] das Ammoniak vertreten: K [Pt els, I]. 

Abhangig von ihrer Dissoziation kann die COOH-Gruppe zweierlei 
Bindungen mit Proteinen eingehen. Das undissoziierte COOH kann mit 
der —NH,- oder —NH,-Gruppe der basischen Aminoséuren oder 
der CONH,-Gruppe des Asparagins oder des Glutamins nach dem 
Schema (CO NH,) H X und RCOH X in Bindung treten. AuBerdem 

NH, 
kann die COOH-Gruppe der Fettséure mit der COOH-Gruppe der 
Proteine assoziieren. Pfeiffer (7) nimmt zwei Méglichkeiten der Asso- 
ziation 

RC=—0 + 0=C—R, RC=—O --- HOC—R, oder RC—O--- HO—C—R, 

OH OH OH 0 ee 0 
an 

Die dissoziierte COO-Gruppe kann auBer Molekiilverbindungen 
auch heteropolare, salzartige Verbindungen mit den NH,-Gruppen 
der Proteine geben. 

Damit sind die Méglichkeiten noch nicht erschépft. Es ist sicher, 
daB auBer den erwahnten Verbindungsgruppen der Proteine besonders 
zu COOH noch andere Aminosaurereste Affinitéten haben kénnen, 
z. B. die OH-Gruppen. 


1 Der Ausdruck ,,in Bindung treten‘' umfaBt alle Bindungsarten von 


Adsorption bis zu heteropolarer Bindung. 




















364 St. J. von Przylecki, E. Hofer u. 8. Frajberger-Grynberg : 


Die Affinitaten der Fette sind durch die Anwesenheit 1. der apolaren 
2. der ungesattigten Gruppen CH=-C H und COO R bedingt. Die Rolle der 
O—R 
0 -Gruppe 
kénnte a) mit den COOH der Asparagin- und Glutaminsaure (8), b) mit 
Tyrosin (8), c) mit NH,, d) mit CONH, und e) mit SH oder S—S in 
Bindung treten. Dasselbe betrifft die Cholesterincster. 


zwei ersten wurde bei den Fettsaéuren besprochen. Die C 


Die Affinitaéten von Cholesterin sind gegeben durch 1. die Seiten 
kette, 2. die CH=CH-Gruppe, 3. die Ringe und 4. die OH-Gruppe. 
Das Cholesterin gibt bekanntlich Verbindungen mit 1. Alkoholen, 
2. Sauren, 3. Estern, 4. apolaren Gruppen (9). 

Die Phosphatide (z. B. Lecithin) begiinstigen auf Grund ihre 
Zusammensetzung besonders die Entstehung von Molekiilverbindungen 
da sie folgende Gruppen enthalten: 

OR 
1. apolare, 2. ungesattigte, 3. COOR, 4. P = O OH 
OH ‘OC H,C H, N = (C H3)z 


Die letzte Gruppe kann a) Komplexe mit PS-Resten, b) salzartige 
PO-Verbindungen, c) Komplexe mit N, d) salzartige mit N*+ geben. 

Diese ganze Analyse weist auf die Méglichkeit der Bildung sehr 
verschiedener Symplexe hin, die 1. durch einfache van der Waalssche 
Krafte zwischen apolaren Gruppen, 2. als Molekiilverbindungen sehr 
verschiedener Art, 3. als salzartige Verbindungen méglich sind. In 
vielen Fallen kénnten Mischkomplexe z. B. zwischen Fettsauren und 
Proteinen bei héherem py entstehen. 


—CH, CH, 


\N—CH, CH, 


Protein 
Fettsiure 


NH; + COO” | 


Diese ganze Gruppe von Molekiilverbindungen ist sicher nicht von 
einem einheitlichen Gesichtspunkt aus aufzufassen, an der Existenz von 
Lipoproteiden ist jedoch nicht zu zweifeln. 

Es miissen z. B. Fettséureprotetde von Fettproteiden, sowie Cholesterin- 
proteide von Lecithinproteiden unterschieden werden. Weiter kénnen, 
wie wor sehen werden, nicht alle (z. B. Fettproteide) als einheitlich betrachtet 
werden. Sie sind sowohl von dem Fett, besonders aber von der Art der 
Proteinkomponente abhdngig. 

Die angegebene Analyse ist selbstverstandlich nur theoretisch, 
sie gibt die méglichen Symplexarten an, die sich auf Grund der vor- 
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handenen Gruppen bilden kénnen. Auferdem spielen, besonders bei 
Molekiilverbindungen, 1 .die intramolekularen oder micellaren Ab- 
sittigungen und 2. die Beeinflussung der Gruppen durch die Nachbar- 
gruppen eine groBe Rolle. 

Der zweite Punkt, die BeeinfluBbarkeit durch die Nachbargruppen, 
betrifft besonders das Proteinteilchen. Die Nachbarschaft von CON H, 


COOH, NHe,g, | | OH und anderer Gruppen wird sowohl durch das 


Skelett, als auch durch die Anderung der Eigenschaften des Lésungs- 
mittels [Pauli (10)] und durch die Affinitéten bestimmter reaktions- 
fahiger Gruppen beeinfluBt. AuBerdem muB noch die Absattigung 
der Affinitaten durch die benachbarten Gruppen in Betracht gezogen 
werden. Wie stark derartige Absattigungen sind, wurde bei Unter- 
suchungen tiber die Entstehung von Polysaccharoproteiden beob- 
achtet (11). : 

Die in diesem Teil diskutierten Bindungsméglichkeiten zwischen 
Proteinen und Fetten oder Lipoiden stellen, wenn sie vollstandig sind, 
alle theoretisch méglichen existenzfihigen Symplexe dar. Welche 
von ihnen reell, existenzfahig sind, muB experimentell gepriift werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Bestimmung der Reaktionsart bei so komplizierten Stoffen 
wie Proteine und Fette oder Lipoide kann ausschlieBlich durch den 
Vergleich zwischen dem Verhalten von Stoffen, die bestimmte Gruppen 
enthalten oder frei von diesen Gruppen sind, ausgefiihrt werden. 

Da mit verschiedenen Proteinen und bei verschiedenem px ver- 
schiedene Symplexe gebildet werden, diirfen die Resultate weder auf ein 
anderes Protein noch auf Verbindungen, die bei anderem pa entstehen, 
iibertragen werden. Fiir jedes Protein miissen demnach die bei ver- 
schiedenem px entstandenen Symplexe analysiert werden. Welche 
Gruppen bei der Bildung von Symplexen aus Proteinen und Fetten oder 
Lipoiden beteiligt sind, 1aBt sich durch die Analyse der Symplexe bei 
Verwendung verschiedener Proteine von bekanntem Aufbau festlegen. 

Zur Analyse der Bindungsart kann der Vergleich der Affinitat 
der Proteine a) zu freien Paraffinen, b) zu gesattigten und ungesattigten 
Fettsiuren, und zwar in fliissigem und festem Zustande, ¢c) zu Ester- 
gruppen, d) zum Cholesterin dienen. 

Wir untersuchten die Affinitéten von Peptonen, Gelatine, Casein, 
Edestin, Ov- und Seralbumin. Als Untersuchungsmethode wurde 
angewandt: 1. die Adsorbierbarkeit der im Solzustande zugesetzten 
Proteine und 2. die Anderung der Oberflachenspannung an der Grenz- 
flache: organisches Lésungsmittel—Wasser nach Auflésen der Proteine. 


Biochemische Zeitschrift Band 282. 24 
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Als Oberflachen dienten: 1. Ligroin, 2.fliissiges Paraffin (Werck), 3.Capron.- 
siure, 4. Oleinsdure, 5. Stearinséure, 6. Olivendi, 7. Essigsaure-Iso 
amylester, 8. Stearin, 9. Cholesterin. 

Die zwei ersten kénnen als aus einheitlich apolaren Gruppen gebaut 
angesehen werden. Die Oberflache der flissigen Fettsaure ist au 
COOH, bei bestimmten par aus COOH- und COO-Gruppen gi 
baut. Die Stearinsiure hat eine ganz anders gebaute Oberflache 
AuBer COOH treten noch viele CH,—CH,—CH,-Gruppen_hervo1 
Die fliissigen Esterfette haben an ihrer Oberflache nur COO R-Gruppen 
Das Stearin besitzt eine kompliziertere Oberflache. Die Oberflache des 
Cholesterins ist noch komplizierter. Sie enthalt sowohl rein apolar: 
als auch CH=-CH- und OH-Gruppen. 


Methodik. 


Schiittelverfahren. 50cem einer 0,1- oder 0,3° igen Proteinlésung 
wurden mit 20 bis 37 cem der erwihnten Adsorbenzien 2 bis 3 Stunden in 
Scheidetrichtern geschiittelt (100 Touren pro Minute), dann 30 Minuten 
stehengelassen und filtriert. Gleichzeitig wurden Kontrollen einer Protein 
l6sung in derselben Weise geschiittelt und filtriert. In einem bestimmten 
Volumen wurde der N nach Parnas-Wagner bestimmt. Cholesterin, Stearin 
siure und Stearinsuspension wurden in derselben Weise mit Proteinlésung 
geschiittelt. 

Die Bestimmung der Grenzflichenspannung wurde nach der Methode 
von Brinkmann und Daum ausgefiihrt. Die Versuche wurden bei 20° in 
Wageglischen ausgefiihrt. Die Schichthéhe der organischen Lésung war 
iiberall dieselbe —- 2 em. Die Zahlen entsprechen den mg der Torsionswaage 

Unter bestimmten VorsichtsmaBregeln ist die Bestimmung der Grenz 
flachenspannung, die durch die Messung der AbreiSkraft des Ringes aus 
gefiihrt wurde, reproduzierbar. Die Oberflichenspannung andert sich mit 
der Zeit und stabilisiert sich meistens schon nach | Stunde. Es wurden 
Bestimmungen direkt nach dem Versuchsanfang, sowienach |] und 24 Stunden 
ausgefiihrt. 

Uberall sind die angegebenen Zahlen Mittelwerte aus 4 bis 5 Versuchen. 
3ei jedem Versuch wurden 3 bis 5 Ablesungen ausgefiihrt. 


Die erhaltenen Resultate sind in den Tabellen I und I angegeben. 


Besprechungen. 

Die erhaltenen Resultate kénnen in folgender Weise zusammen- 
gefaBt werden: 

1. Die mit den beiden angewandten Methoden erhaltenen Resultate 
sind qualitativ gleich, quantitativ aber sehr verschieden. Der Unter 
schied ist durch die Differenz in der Bestandigkeit der Oberflachen 
hervorgerufen. Bei der Schiittelmethode wird durch das Schiitteln 
immer die Oberflache geandert. Sie ist mehr dynamisch. Die dic 
Oberflaichen bildenden Gruppen werden immer dank dem Zusammen- 
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allen der Kigelehen 
rewechselt, die Ober- 
‘lache geandert. Somit 
st bei Systemen, in 
welehen keine Mem- 
branen auf der Ober- 
flache entstehen, z. B. 
bei Gelatine, die ganze 
Oberflache mit den auf 
ihr adsorbierten  Teil- 
hen im FluB. 

Die Messung der 
(irenzflachenspannung 
gibt ganz andere Werte. 
Die Oberflache ist mehr 
statischer Natur. Die 
idsorbierten Teilchen 
befinden sich in einem 
(ileichgewicht. Die 0- 
Messung erlaubt deshalb 
uch eine positive Ad- 
sorption in _— solchen 
Fallen nachzuweisen, in 
welchen das erste Ver- 
fahren Werte  angibt, 
die fast in den Fehler- 
grenzen der Methode 
liegen. So konnte z. B. 
bei Peptonen keine Ad- 
sorption auf Paraffinen 
nachgewiesen — werden. 
Im Gegenteil erniedrigen 
sie die  Oberflachen- 
spannung auf der Grenze 
Paraffin/Wasser. Diese 
Erscheinung wurde auch 
mit Gelatine und Casein 
beobachtet. 

2. Die Schittel- 
methode weist groBe 
Unterschiede nach, so- 
wohl in dem Verhalten 
desselben Proteins gegen 
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i.) Oberflachen verschiedener organischer Stoffe, b) Oberflachen des- 
selben Stoffes bei pu-Anderung (z. B. Casein gegen Oleinséure oder 
Olivendl) als auch c) verschiedener Proteine gegen denselben Kérper 
bei Erhaltung desselben pu, z. B. gegen Ligroin. 

3. Die erhaltenen Resultate beweisen, daB die Adsorption auf ver- 
schiedenen Stoffen nicht einheitlich erklart werden kann.  Einige 
Proteine werden sehr gut auf Oberflichen aller untersuchten Stoffe 
idsorbiert, z. B. das Ovalbumin, andere hingegen, wie Gelatine oder 
Casein, sind auf apolaren Stoffen, wie Paraffine, sehr wenig adsorbiert. 
Sie werden aber gut auf Estern und Sauren adsorbiert. Edestin ist gut 
adsorbierbar auf Paraffinen in sauren Lésungen. Bei pu = 7 ist es nur 
in geringem Mabe adsorbierbar. Auf Sauren und Estern ist es hingegen 
bei pu = 7 viel besser als bei pu = 3 adsorbierbar. 

4. Die untersuchten Proteine kénnen nach ihrer Adsorptions- 
fahigkeit auf Paraffinen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Zu der 
ersten gehéren das Ovalbumin, Seralbumin und Edestin. Zu der zweiten 
das Casein, Gelatine sowie Peptone. Die erste Gruppe wird stark auf 
allen untersuchten Paraffinen adsorbiert (Ligroin, fliissige und feste 
Paraffine). Mehr als 50% des anwesenden Proteins werden auf den 
Paraffinkugeln angesammelt. Die zweite Gruppe ist nur in sehr geringem 
Grade adsorbierbar. Der adsorbierte Anteil des Proteins iibersteigt 
nicht 10%. 

Es scheint, als ob ein Parallelismus zwischen der Anzahl der lipo- 
philen Aminoséuren, besonders der Anzahl der Leucinreste und der 
Adsorbierbarkeit der Proteine auf Paraffinen existiere. Die angegebenen 
Zahlen sollen das beweisen (Tabelle I11). Der Aminosauregehalt der 
KiweiBkérper ist nach Cohn angegeben. Die Zahlen fiir das Eieralbumin 
und Serumalbumin sind gewiB zu klein. 

Wir glauben, daB der folgende SchluB erlaubt ist: Die Proteine 
konnen auf apolaren Paraffinen mit den apolaren Gruppen threr Amino- 
sdurereste adsorbiert werden. Die Adsorption kommt durch Kohisions- 
krafte zustande. 


Tabelle II]. Die Abhangigkeit zwischen Adsorption aut apolaren 


Stoffen und Anzahl der apolaren Aminosdurereste. 





Ovalbumin Seralbumin Casein Gelatine Edestir 


Adsorption in °,, der an- 


wesenden Proteine bei | | 69 66 8 5 40 
maximaler Adsorption 


\lanin + Leucin + Valin | 


bilden °;, des Proteins || 


15 22.7 18.5 15,8 94.51) 


Leucin + [soleucin bilden % | 10.7 > 0 Q7 71 1.9 
| . = Jf + «= ‘ 


des Proteins 
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5. Ganz anderer Art ist die Adsorption auf den Oberflachen de: 
Fettsauren und Ester. In diesem Falle muB aber auBer der Art de 
Bindung auch der physikalische Zustand in Betracht gezogen werde1 
Man muB bei dieser Gruppe das Verhalten der fliissigen Stoffe von 
demjenigen der in festem Zustande anwesenden unterscheiden. 


Die fliissigen Ester und Fettsaéuren, besonders wenn sie gut emulgiert 
sind, besitzen eine Oberflache, die nur aus polaren Gruppen aufgebaut 
ist. Die Adsorption der Proteine auf solchen Oberflachen kann nicht als 
eine Kohdsion durch lipophile Aminosdurereste aufgefaBt werden. Protein 
wie Gelatine, Casein, sind gut, besonders bei py 7, adsorbiert. Si 
bilden Hautchen. Diese Proteine werden aber auf Oberflichen mit 
nur apolar gebauten Gruppen sehr schwach adsorbiert und geben kein: 
Hautchen. 


Die Unterschiede in der Adsorbierbarkeit von Casein, Pepton 
und Gelatine auf Paraffinen und Estern oder Fettsauren sind so grob 
daB dieser SchluB ganz begriindet ist. So ist z. B. beim Casein eine seh 
geringe Adsorbierbarkeit auf Paraffinen (< 10°) gefunden worden. 
Dasselbe Protein ist aber viel staérker auf Fettsauren angesammelt 
(95°) als das gut auf Paraffinen adsorbierbare Ovalbumin. 


Die in festem Zustande anwesenden Sduren oder Ester verhalten sich 
in Abhdangigkeit von der Bereitung der Suspension sehr verschieden, Ge 
liste Stearinsdure, auf groBer Wasseroberfldache bet px 7 ausgebreite: 
gibt Zahlen, die mehr denjenigen der Oleinsdure dhnlich sind. 

Dieselbe Stearinsdure, gut gepulvert, verhdlt sich fast ganz wie dw 
Paraffine. 

Dasselbe kann von dem Stearin gesagt werden. Je nachdem sein 
Gruppen geandert, verschieden orientiert werden, entspricht sein: 
Oberflache den polaren Oberflichen des Olivenéls oder den apolaren 
Oberflachen der Paraffine. Diese Tatsachen kénnen als ein neuer Beweis 
einer ganz anderen Adsorptionsart der Proteine auf Oberflachen det 
Paraffine und Fettséuren oder Fetten dienen. 


Bei biologischen Systemen existieren alle méglichen Falle det 
Adsorption sowohl auf Olkugeln als auch auf Oberflachen der meh: 
in festem Zustande anwesenden Fette. Es hat aber den Anschein 
als ob die Adsorption mehr den polaren nebenvalenzartigen Verbin 
dungen entspricht. 


Wie aus den erhaltenen Resultaten hervorgeht, ist die Adsorption dei 
Proteine auf Oberflichen der Fette und Fettséuren nicht einheitlich. Es 
kénnen sowohl Verbindungen, die mehr der Kohdsion, als auch solche, die den 
Molekiilverbindungen entsprechen, entstehen. 
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: . O . - 
Die Adsorption der Proteine auf C OH? 2lse Saureoberflachen, 


O te : 
und auf C OR: also auf Estern, ist nicht identisch. Die Adsorption 


auf Sauren ist bei allen Proteinen einschlieBlich Pepton bei py — 7 gréBer 
ils bei pu = 3, 4 oder 5. AuBer bei Gelatine ist die Adsorption bei pa = 7 
sehr groB, und es extstiert fast ein Parallelismus zwischen der Menge 
der NH,-Gruppen in Proteinteilchen und der Adsorbierbarkeit der Proteine 
auf Fettsdiuren, wie die angegebene Tabelle IV zeigt. Diese Annahme 
ist in guter Ubereinstimmung mit den neuen Untersuchungen von 
O. Schmidt (12). 


Tabelle IV. Abhangigkeit zwischen Adsorption der Proteine aut 


Fettsauren und Fetten und ihrer Konstitution. 





Edestin | Seralbumin Gelatine Casein Ovalbumin 


\dsorption in % auf COOH || 


. = 95 S7 4.5 40 40 

bei PH ( im) 

Summe der basischen Amino- _ | . a a 
¥ 22,2 21,5 17,1 14,7 10,4 
siuren in % | . 

Summe der sduren Amine- | 99 ~ 46 92 39 20 
sauren in “,, } 

Adsorption in % auf Estern | 9 51 r 40 5) 
bei maximaler Adsorption | ° ’ a0 


Das abweichende Verhalten der Gelatine kann teilweise durch <Aut- 
nahme von Saure erklart werden. Das mit Oleinséiure oder Capronsaure 
geschiittelte Gelatinesol enthalt mehr Saure als dasselbe Volumen Wasser 
(pu 7), in dem die Gelatine gelést wurde. Bei fiinf Versuchen entsteht mit 
Gelatine auf Capron- oder Oleinséiure ein Hautchen. Bei saurer Reaktion 
ist dies nicht der Fall. Mit Paraffin entsteht bei keinem py eine sichtbare 
Haut. Peptone geben sowohl bei py 3 als auch bei py 7 keine Membran aut 
der Grenzfliche Fettsaure/Wasser. 

Selbstverstandlich kann noch kein bindender SchluB iiber die 
tolle der NH,-Gruppen im Protein bei der Adsorption auf Fettsauren 
bei pu = 7 gezogen werden. 

Auch die Adsorption auf Estern ist meist héher bei py a 
als bei 3 oder 5 (auBer beim Ovalbumin). Die Rethe des Adsorptions 
grades ist aber eine ganz andere als fiir die Sduren (Tabelle IV). E's konnte 
weder ein Parallelismus zwischen der Anzahl der basischen Gruppen als 
auch der Menge der Dicarbonsduren beobachtet werden. Die Ovalbumine, 
die die geringste Menge von basischen Aminosauren enthalten, werden 
viel besser als Gelatine oder Casein adsorbiert. Das Casein, das die 
gré6Bte Menge von Dicarbonséuren enthalt, wird viel schwacher als 
Edestin oder Ovalbumin adsorbiert. Die groBen Unterschiede in det 
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de St. J. von Przylecki, E. Hofer u. 8S. Frajberger-Grynberg: 


Adsorptionsfahigkeit bei verschiedenem px, z. B. des Caseins (pu 3 
bis 7%, pu 7 bis 40°) oder des Ovalbumins (pa 3 bis 42%, 
pu7 bis 8%) beweisen, daB die Adsorption der Proteine auf Ester- 
oberflachen ein verwickelter Vorgang ist und daB er gewiB von den 
Anderungen, die sowohl der Ester als das Proteinteilehen durch pu- 
Wechsel erfahrt, stark abhangig ist. Bei Ovalbumin und Edestin ist 
bei Schittelversuchen auBerdem nicht ausgeschlossen, daB die Ad- 
sorption auch durch apolare Gruppen zustande kommen kann. 
AuBer der Adsorption von Proteinen auf Fett- oder Fettsaure- 
oberflachen entstehen Verbindungen zwischen Proteinsolen und in 
Losung anwesenden Fett- oder Fettsdureteilchen. Derartige Bindungen 
sind noch mehr von der Konstitution des Proteins abhangig. 
Ovalbumin, Seralbumin oder Edestin, die groBe Affinitat zu apolaren 
Gruppen besitzen, kénnen mit der zweiten Komponente in zweierlei 
Verbindungen eingehen, und zwar durch die apolaren Gruppen und 


O O 
durch die polare C OH oder C- OR C™upPe: 


Die anderen Proteine, wie Casein oder Gelatine, werden wahrschein- 
lich auch in diesem Falle nur durch polare Gruppen mit den Fetten 
verbunden. 

6. Die Adsorption der Proteine auf Cholesterinsuspension ist 
derjenigen auf Paraffinen sehr ahnlich. Auch in diesem Falle kénnen 
die zwei Proteintypen unterschieden werden. Gro ist die Adsorption 
auf Cholesterin von Ovalbumin, Seralbumin und Edestin. Dagegen 
ist sie bei Gelatine, Casein und Pepton sehr gering. 

Die Adsorption auf Cholesterinsuspensionen scheint hauptsdchlich 
durch apolare Gruppen zustande zu kommen. 

Wie sich die Systeme mit Cholesterinsolen verhalten, wird weite1 
untersucht werden. Die kohasionsartige Bindung scheint durch Affini- 
taten der CH=CH- und OH-Gruppen im Cholesterin verstarkt zu 
werden. Fir eine derartige Annahme sprechen sowohl das Verhalten 
des Cholesterins gegen Alkohole, Sauren und Ester, die schwere Zer- 
legbarkeit der Cholesterinproteide im Serum, als auch unsere noch nicht 
ver6ffentlichten Versuche. 

Bei Estern des Cholesterins, die COO R-Gruppen enthalten, iiben 
die polaren Gruppen der Proteinteilchen einen groBen EinfluB aus. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden die Adsorption von Ovalbumin, Seralbumin, Edestin. 
Casein, Gelatine und Peptonen auf Paraffinen, Fetten, Fettséuren und 
Cholesterinoberflachen untersucht. Die Adsorption wurde durch 
Schiitteln oder Bestimmung der Oberflaichenspannung auf der Grenze 
organische Substanz/H,O oder Proteinlésung bestimmt. 
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Uber Affinitaten zwischen Proteinen und Fettsaure usw. sie 


gut auf 


2. Ovalbumin, Seralbumin und Edestin werden sehr g 


araffinen adsorbiert (aus einer 0,3°%igen Lésung mehr als 50°,). 
Die Adsorption von Casein, Gelatine und Peptonen ist sehr gering 
(<= 109,). 

3. Ganz ahnlich ist die Adsorption der Proteine auf Cholesterin- 
suspensionen. 

4. Es wird angenommen, daB die Adsorption der Proteine auf 
Paraffin- und Cholesterinoberflachen durch die apolaren Aminosaure- 
reste, besonders aber die Leucinreste zustande kommt. 

Die Adsorption auf Sauren und Estern ist durch polare Gruppen 
der Proteine hervorgerufen. 

Die Bindung der Proteine mit Cholesterinsolen kann teilweise durch 
die CH=CH- und OH-Gruppen des Cholesterins verstairkt werden. 
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Zur Thermodynamik enzymatischer Gleichgewichte. 
Untersuchungen im System der Aspartase. 
Von 
Kurt P. Jacobsohn und Joao Tapadinhas. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral, Lissabon.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1935.) 


Die Anwendung des zweiten Hauptsatzes der Warmelehre auf die 
Knergetik von Fermentsystemen ist ein aktuelles biochemisches Problem, 
das seiner Lésung durch die thermodynamische Analyse von reversiblen 
Enzymprozessen naher gebracht werden kann: gestattet doch oft die 
experimentelle Ermittlung ihrer Gleichgewichtskonstanten (K) die 
Berechnung der Anderung der freien Energie des Systems | IF 
mittels der Reaktionsisotherme ( 1F = RT .InKk). 


Bei kinetischen Untersuchungen iiber das System der Fumarase, dis 
in reversibler Reaktion die enzymatische Hydratisierung der Fumar 
sdure unter Bildung von |-Apfelsaure vermittelt, beobachteten wir nun 
im Jahre 1932 (1), daB das molare Verhaltnis dieser Substrate (AK) im 
Gleichgewicht stark temperaturabhangig ist. Diese Feststellung tiber 
raschte uns damals um so mehr, als die Verbrennungswarmen der beiden 
Komponenten fast gleich sind. Bei der systematischen thermodynami- 
schen Analyse (2) des Systems ergab sich, daB die Hydratisierungs 
T,T, 
T,—T, 


berechnet, 1H 4.1 Cal betragen wirde, wahrend wir fiir die 


warme, nach der Reaktionsisochore 1H R. Ink, kK, 


Differenz der Bildungswarmen der Systemkomponenten nur eine ganz 
geringe Warmeténung ( 1H 0,8 Cal s. u.) ansetzen diirfen 
Zur Klarung dieses Widerspruchs bestimmten wir den Temperaturkoeffi 
zienten der systembildenden Reaktionen (Hydratisierung und Reversion) 
und stellten fest, daB das Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten 
(k, k, = 2) praktisch unabhangig von der Versuchstemperatur ist, und 
folglich, nach dem Massenwirkungsgesetz, dasselbe fiir den Gleich 
gewichtsquotienten (K = k, k,) geiten miiBte. Wir stellten daher die 
Hypothese auf, daB die gefundenen Werte der Gleichgewichtskonstanten 
durch spezifische Besonderheiten der Fermentkatalyse [Dissoziations 
verhaltnis der Ferment-Substratverbindungen, v. Kuler (3)| zu erklaren 
sind, und daB die thermodynamische, temperatur-unabhangige Gleich 
gewichtskonstante der Fumarase K 2 betragt. In diesem Falle 
erhalt man fiir die Anderung der freien Energie des Systems: — AF 

0.4 Cal. ein Wert. der auch dem der Warmeténung ( 1H) des 
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Prozesses nahe kommen diirfte (4): diese ist uns, mangels genauer 


physiko-chemischer Daten zur Berechnung der Bildungswarme des 
Malat-ions auf thermischem Wege, nicht genau bekannt. diirfte aber in 
dieser GréBenordnung liegen (s. oben). 

Im Zusammenhang mit unseren Ergebnissen sind neuere Beob- 
achtungen von Meyerhof, Lohmann und Mitarbeitern (5) sehr be 
merkenswert; diese Autoren fanden kiirzlich im Rahmen ihrer Unter 
suchungen uber den Mechanismus der biologischen Zuckerspaltung zwei 
neue, bis dahin unbekannte reversible Fermentreaktionen, deren Gleich 
gewicht stark von der Versuchstemperatur abhangig ist. Indessen 
stellten Meyerhof und Lohmann fiir den ProzeB: 

Hexose-diphosphorsaure ~> 2 Dioxy-acetonphosphorsaure 
fest. daB nach der Reaktionsisochore aus den Gleichgewichten bei ver 
schiedenen Temperaturen fast derselbe Wert fiir die Warmeténung des 
Prozesses erhalten wird wie aus direkten kalorimetrischen Messungen 
welche in diesem Falle dank einer besonders groBen Reaktions- 
geschwindigkeit durchgefiihrt werden konnten. Es diirfte sich demnach 
um ein echtes thermodynamisches Gleichgewicht handeln. 

Auf der Suche nach weiteren enzymatischen Gleichgewichten zum 
Zwecke ihrer thermodynamischen Analyse stieBen wir nun auf das 
System der Aspartase. Nach den Befunden von Quastel und Woolf (6) 
vermittelt dieses Enzym, das sich wie die Fumarase (7) durch strenge 
Substratspezifitat auszeichnet, bei Anwendung gewisser Zellgifte das 
folgende Gleichgewicht: 

Fumarat NH, “> |-Aspartat 
(ook und Wool} (8) beobachteten die Anwesenheit der Aspartase in einer 
Reihe von aeroben und anaeroben Bakterien, und Virtanen und Tar 
nanen (9) gelang die Darstellung eines zellfreien, lislichen Ferment 
praparates aus B. fluorecens liquefaciens, sowie der Nachweis des Enzyms 
in zwei weiteren Bakterienstammen, in Erbskeimlingen und den Blattern 
von Rotklee, aber nicht in tierischen Organen. 

In Anbetracht der Wichtigkeit, die dem System der Aspartase als 
neuem Fermenttyp fiir den Auf- und Abbau der Proteine in det 
lebenden Zelle zukommen kénnte,  stellten wir neue Versuche mit 
tierischen Organen an und konnten in der Tat bei Durchstr6émungs 
versuchen die Bildung von Asparaginsaure in der tiberlebenden Leber 
nachweisen (10), wenn diese in Gegenwart von Fumarat und Ammonium 
salz nach der Versuchsanordnung von Embden und Schmitz (11) von 
genommen wurden. 

Die Anwesenheit der Fumarase in der Leber lat allerdings die 
Méglichkeit offen, daB die Bildung der Asparaginsaure auf dem Umweg 
tuber die Apfelsaure verlaufen kénnte, gingen doch Schmitz und Embden 
hei ihren Aminosaure-svynthesen von Oxy- und Ketosauren aus. Indessen 
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setzt die biochemische Aminierung dieser Substrate einen so kompli 
zierten Reaktionsmechanismus voraus, da wir vielmehr annehmen 
méchten, daB die Oxysauren allgemein zuerst von Hydratasen (Typ 
Fumarase) unter Bildung ungesattigter Sauren (Typ Fumarsaure 
deshydratisiert werden, um dann von ,,Ammoniakasen* (12) (Typ 
Aspartase) unter Anlagerung von NH, in Aminosauren (Typ Asparagin 
saure) iibergefiihrt zu werden. Um die Tatigkeit der Aspartase in de: 
Leber zu beweisen, mubte deren Fumarase ohne Beeintrachtigung ihres 
Vermégens, Asparaginsiure zu bilden, inaktiviert werden kénnen 
Dieses Vorgehen hat bei Bakterienpraparaten [Anwendung von Cyclo- 
hexanol (13) oder von Trypsin (9)| nach Angaben von Woolf (13) und 
von Virtanen (9) zum gewiinschten Ziel gefiihrt, d. h. die Wirksamkeit 
eines spezifischen Ferments, der Aspartase, bestatigt. 

Die auffallende Ahnlichkeit des Reaktionsmechanismus zwischen 
den Systemen der Fumarase und der Aspartase veranlaBte uns nun, auch 
einen kinetischen und thermod ynamischen Vergleich der beiden Ferment- 
gleichgewichte vorzunehmen, um festzustellen, ob die bei der Fumarase 
beobachteten Anomalien der Fermentkatalvse auch bei der Aspartase 
auftreten. 


Uber das Gleichgewicht im System der Aspartase. 


Bei diesem Arbeitsplan galt es vor allem, eine Methodik zu finden 
die eine genaue Bestimmung der Gleichgewichtskonstante: 


K [ Aspartat=] 

, [Fumarat | [NH;] 
yestattet. Zu diesem Zweck ist die Isolierung und gravimetrische Be- 
stimmung der Systemkomponenten, die schon Quastel und Woolf (6) 
durchfiihrten, iiberfliissig und zu unbequem. Zur Berechnung von K be- 
schrankten sich daher diese Autoren und spater auch Virtanen darauf, 
die Ab- bzw. Zunahme der NH,-Konzentration in der Ansatzfliissigkeit 
zu messen; bei bekannten Mengen des Ausgangssubstrats konnte dann 
die Gleichgewichtskonstante leicht bestimmt werden, wenn die Kompo- 
nenten des Systems keine unkontrollierbaren Nebenreaktionen erfuhren. 
Auch wir befolgten diese Methodik und ermittelten die jeweilige Konzen- 
tration an anorganischem Stickstoff nach van Slyke (14) (durch Vakuum- 
destillation des mittels Kalk aus aliquoten Teilen der Ansatzfliissigkeit 
in Freiheit gesetzten Ammoniaks, das in n/10 Schwefelsaure aufgefangen 
wurde). 

Wir hielten es aber fiir zweckmabig, eine weitere Komponente des 
Gleichgewichts, die Fumaratkonzentration, zu bestimmen. Zu diesem 
Zweck arbeiteten wir in Gegenwart der Fumarase und verwendeten an 
Stelle der Fumarsiure als Ausgangssubstrat ]-Apfelsiure, deren hohes 
optisches Drehungsvermégen in Gegenwart von Ammonmolybdat 
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(la}p + 750°) eine genaue Verfolgung des Reaktionsverlaufs ge 
stattet (1). 

Ausgehend von einer 0,2. mol. |-Malatlésung und 0,3 mol. NH,-Ion, 
ergab die polarimetrische Priifung von 5cem Ansatzl6sung z. B. eine 
Drehungsverminderung um 16,4° von 20,0° auf +- 3,6° (bei 7’ = 37°: d = 2), 
so da wir mit genauen Bestimmungen fiir unsere kinetischen Beobachtungen 
rechnen durften. Und in der Tat stellte sich volle Ubereinstimmung zwischen 
den Ergebnissen der NH,-Bestimmung und der viel bequemeren und 
schnelleren polarimetrischen Analyse des Fermentablaufs heraus. 

Bei den von uns in Gegenwart von Toluol verwendeten ,,ruhenden* 
B. coli Bordeaux war nun die Wirksamkeit der Fumarase noch gr6Ber als 
die der Aspartase, so da durch Wasserabspaltung aus dem |-Malat jederzeit 
neue Fumaratmengen zur enzymatischen Aminierung bereitgestellt wurden. 

Bei der Ermittlung der Gleichgewichtskonstanten des Systems der 
Aspartase in Gegenwart der Fumarase muBte natirlich beriicksichtigt 
werden (13), da diese Hydratase die Einstellung eines temperatur- 
bedingten Gleichgewichts zwischen der Fumarsaure und der Apfelsdure 
vermittelt. Bei 37° z. B. findet man, auch fiir die Coli-fumarase, den 
Quotienten (Q., = Malat/Fumarat = */, (1) und man muB demnach die 
nach der N H; -Bestimmungsmethode ermittelte Fettsiurekonzentration 
(Malat + Fumarat) durch 5 dividieren, um die Fumarsiuremengen im 
Gleichgewicht zu errechnen:; bei Verwendung von |-Apfelsiure als Aus 
gangssubstrat betragt also die molare Fumaratkonzentration den vierten 
Teil der polarimetrisch bestimmten Malatmengen. Durch Zerstérung 
der Fumarase-aktivitét mittels Cyclohexanol konnte Woolf (13) in der 
Tat zeigen, daB die rechnerische Beriicksichtigung des Fumarase 
gleichgewichts experimentelle Bestatigung findet. 

Auch wir stellten in Gegenwart dieser Hydratase fest, daB die 
charakteristische Verschiebung des Quotienten: Malat/Fumarat, die 
wir friiher durch Gegenwart von Glycerin (15) in der Fermentfliissigkeit 
beim System der Fumarase erzielten, ihren quantitativen Ausdruck im 
Weite der gefundenen Gleichgewichtskonstanten fiir die Aspartase 
findet, wenn man die Fettsiurekonzentration an Stelle der Fumarat- 
mengen zur Berechnung von A verwendet. 

Unsere Ergebnisse iiber die quantitative Wirkung der Aspartase 
ruhender*’ Bakterien bei 37° in Gegenwart der Fumarase stimmen mit 
denen von (uastel und Woolf (6), die mit demselben Fermentpraparat 
erhalten wurden, vollkommen iiberein. Allerdings verwandte Woolf (13) 
spater zur Berechnung der Gleichgewichtskonstanten den Quotienten: 
Malat/Fumarat = 3 und erhielt daher einen abweichenden Wert fii 
die Fumarsaure-konzentration. Virtanen und Tarnanen (9) fanden mit 
ihrem léslichen Fermentpraparat, gleichfalls in Gegenwart der Fumarase, 
ein etwas zugunsten der Asparaginsdiure verschobenes Gleichgewicht. 
unterlieBen es aber, die Wirkung der Fumarase bei der Berechnung det 
Konstanten zu_ beriicksichtigen. Wir berechnen daher mit unserem 
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Quotienten! auf Grund ihres experimentellen Materials A Isv) 
Woolf fand K 100 bzw. K 130 (bei Anwendung des Fumarase 
quotienten */,), und wir erhielten ‘in eigenen Versuchen gleichfalls 
k 130. Zieht man die mathematische Struktur der Gleichgewichts 
formel? und die Fehlerquellen der Methodik in Betracht, so halten sich 
diese Werte in Grenzen, die fiir unsere thermodynamischen Berechnungen 
vollkommen geniigen. Die Gleichgewichtskonstante erwies sich bei den 
genannten Autoren wie auch in unseren Versuchen als unabhangig von 
der Konzentration der Substrate, die in 0,05 bis 0.3 mol. Lésungen zu 
Anwendung gelangten. 

Jedoch hat die Anwesenheit gewisser Salze EinfluB auf die Gleich 
gewichtslage. Wahrend der Gleichgewichtsquotient der Fumarase (16) 
unempfindlich fiir die Gegenwart von Magnesiumsalzen ist, konnten wit 
feststellen (17), da durch diese die Konstante im System der Aspartase 
eine deutliche Verschiebung zugunsten der Desaminierung erfahrt 
(K., = 55). Meyerhof (5) hat eine ahnliche Wirkung der Mg-Ionen auf 
das Gleichgewicht der erwahnten Phosphorsiure-ester beobachtet. 

Zur thermodynamischen Analyse des Systems der Aspartase wurden 
die Versuchsansatze, nach der Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten 
bei 37°, in den Eisschrank gebracht, wo sie bei 5°C bis zur Konstanz det 
optischen Drehung aufbewahrt wurden. Die polarimetrische Bestimmung 
wurde dann wieder durch die Ermittlung des Gehalts an anorganischem 
Stickstoff bestatigt. Aus den fiir beide Methoden stets iibereinstimmenden 
Ergebnissen iiber die Gleichgewichtslage berechneten wir, unter An- 
wendung des fiir die niedrigere Temperatur erhéhten Quotienten der 
Fumarase (Q. = Malat/Fumarat 8.4 (2)], die Gleichgewichts 


konstante des Systems der Aspartase bei 5° zu A, = 410. Das Gleich 


gewicht ist demnach durch Erniedrigung der Temperatur ausgesprochen 
zugunsten der Asparaginsaure-synthese verschoben. 


Diese Erscheinung tritt handgreiflich bei der NH); -Bestimmungs 
methode zutage, wo bei einem Versuch ausgehend von m/10 Substrat 
lésungen in Gegenwart der Fumarase im Gleichgewicht bei 37° 0,046 mol. 
N H,- und bei 5° nur 0,038 mol. N H,-Ion ermittelt wurden, d. h. ebenso viel 
Fumarat + Malat; da aber die niedrige Temperatur die Malatbildung be 
giinstigt, betragt die wahre Fumaratkonzentration bei 5° nur 0,038: 9,4 

0,004 mol. Die Verschiebung des Gleichgewichts wird, wie voraus- 
zuberechnen ist, polarimetrisch nur durch eine geringe Drehungsanderung 
der Versuchslésung (von 3,70 bis 3,50°) deutlich, da ja die gréBere Ami 
nierung bei 5° durch die Erhéhung des Quotienten: Malat/Fumarat fast 
kompensiert wird. 


' Wir haben {l.c.(2)] ausfiihrlich den absoluten Wert des Gleich 
gewichtsquotienten im System der Fumarase diskutiert und glauben be- 
wiesen zu haben, daB dieser bei 37° fiir fast alle Fermentpraparate Q,, = 4 
betragt. 2 Bei gleichen Anfangskonzentrationen an Asparaginsaéure 
(m/10) entspricht z. B. im Gleichgewicht eine 0,041 mol. NH,-Lésung 
der Konstanten AK = 180, wahrend eine 0,046 mol. Lésung K 130 ergibt. 
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Uber die freie Energie und die Wiirmetiénung des Systems der Aspartase. 


« 


Die freie Energie ( 1#’) des Systems wurde fiir 37° bereits von 
Borsook und Huffman (18) an Hand der Ergebnisse von Woolf (13) nach 
der Reaktionsisotherme zu IF 559 + 2,800 Cal! berechnet; dieser 
Wert wurde mit der Differenz der Bildungsenergien der Komponenten 
des Systems verglichen, die fiir die festen Verbindungen aus ihrer Ver 
brennungswarme bzw. Bildungswarme und der Bildungsentropie hervor 
yingen und die fiir die gelésten Stoffe mittels der Lésungs- und Ioni- 
sierungsenergie korrigiert wurden. Borsook und Huffman (18) berechneten 
so auf thermischem Wege 1F — 2,950 Cal, ein Wert, der ausgezeichnet 
mit dem kinetischen tibereinstimmt und die Aspartase zu einem in 
energetischem Sinne echten Katalysator stempelt. Wenn auch diese 
Autoren die Gleichgewichtskonstante A,, LOO (Woolf) zur Berechnung 
von 1 F verwenden, so ist dies thermodynamisch praktisch ohne 
Bedeutung, da auch die Kinsetzung unseres genaueren Wertes (A,, 

130) in die Isotherme: IF 2.980 Cal ergibt. 


Um nun die Aminierungswarme auf kinetischem Wege zu erhalten, 
setzen wir die bei 37° bzw. 5° erhaltenen Werte fiir A in die Reaktions 
isochore ein und berechnen, unter der Voraussetzung der Konstanz det 
Warmeténung in diesen Temperaturbereich: 

31-278 
1H 1,989 - 2,303 - log 130410 - — - 6,200 Cal. 
310 — 278 

Zum Vergleich dieses Wertes mit dem Warmeinhalt der System 
komponenten versuchen wir diesen aus den physiko-chemischen Daten 
der Verbindungen abzuleiten, und zwar fiir die Temperatur 25°C. Die 
Bildungswarme des bivalenten Fumarat-ions berechneten Borsook und 
Schott (19) unter Beriicksichtigung der Lésungs- und Dissoziations- 
warme zu AH + 189,1 Cal; der Warmeinhalt des NH,-lons be- 
tragt nach Lewis und Randall (18) 1H t 31.8 Cal, zusammen 

220,9 Cal. Die Bildungswarme der festen Asparaginséure berechnen 
Huffman und Borsook (20) aus der Verbrennungswarme zu 1H 

+ 231,3 Cal. Die Lésungswarme leitet 2. Baur (21) aus der Léslich 
keit zu 1H 5,6 Cal ab, wahrend wir in den /ntern. Crit. Tabl. 
den Wert: 1H 7,3 Cal finden. Andererseits berechnen wir 
aus den Angaben von Borsook und Huffman (18) tiber die Léslichkeit der 
l-Asparaginséure bei 37° (0,055°/),) bzw. 25°C (0,036°/5.) unter Be- 
ricksichtigung der Aktivitatskoeffizienten (78 bzw. 72°,) nach der 
Reaktionsisochore : 1H 7,7 Cal. Die Dissoziationswairme det 


Asparaginsaure leiten wir aus dem Temperaturkoeffizienten der thermo- 


' Borsook u. Huffman (1. c.) versehen denselben Wert mit negativem 
Vorzeichen, da sie zur Berechnung den reziproken Wert der Gleichgewichts 
konstanten verwenden |siehe (2) Anmerkung auf 8S. 169]. 
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dynamischen Dissoziationskonstante des monovalenten Anions ab, 
das nach Borsook und Huffman (18) unter unseren Versuchsbedingungen 
vorliegen diirfte. Den Tabellen Cohns (22) entnehmen wir: py — 3,63 
bei 25° und px 3,77 bei 0° C baw. 3,57 bei 37° und erhalten nach der Re- 


aktionsisochore: AH = + 2,100 Cal. Der Warmeinhalt der Aspara- 
ginsiure ware demnach unter den Bedingungen des biochemischen 
Versuchs: AH + 225,7 Cal bzw. +-226,1 Cal (Intern. Crit. Tabl.) 


bzw. 227,8 Cal (Baur) je nach dem zur Berechnung verwendeten Werte 
der Lésungswarme. Und fiir die Warmetiénung der Asparaginsaure- 
bildung finden wir entsprechend 1H +4,8Cal, + 5,2 und 
+-6,9 Cal. Diese Werte stimmen recht gut mit dem_ kinetischen 
(— AH +- 6,2 Cal) iiberein, den wir aus dem Temperaturkoeffi- 
zienten der Gleichgewichtskonstanten errechneten. 

Die Aspartase vermittelt demnach ein echtes katalytisches Ferment- 
gleichgewicht, dessen Energetik den Hauptsatzen der Thermod ynamik 
folgt. 

In unseren folgenden Arbeiten werden wir die Kinetik und Dynamik 
des Systems der Aspartase einer systematischen Analyse unterziehen, 
um festzustellen, wie weit bei dieser Fermentkatalyse das Massen- 
wirkungsgesetz Anwendung findet, dessen unbedingte Giltigkeit im 
System der Fumarase durch kinetische Anomalien in Frage gestellt 
wurde. 

Beispiel einer Gleichgewichtsberechnung. 

Versuch III. Temperatur 5°. Q; 1-Malat/Fumarat 8,4. 


Ausgangskonzentrationen : 


|-Apfelsaure 0,2 mol. (c 0,1 mol.; d 2; a + 20°) NH{ 0,3 mol. 


(20 cem Loésung entsprechen 60,0 cem n/10 Saure). 


Gleichgewichtskonzentrationen : 


a) Bestimmung des NH,-Ions nach v. Slyke in 20cem Ansatzflissigkeit'. 


Verbraucht: 26,1 cem n/10 Saéure entspr. 0,130 mol. NH,-Ion, 


Berechnet: 0,3 mol. — 0,130 mol. 0,170 mol. Asparaginsaéure, 
0,2 mol. — 0,170 mol. 0,030 mol. l-Apfelséiure 


Fumarsaure. 


b) Polarimetrische Bestimmung der |-Apfelsiure in 5cem Ansatz?. 


Abgelesen: (d 2) x 2,75° entspr. 0,027 mol. |-Malat, 
Berechnet: 2,75°/8,4 entspr. 0,003 mol. Fumarat. 
0,030 mol. 1-Malat Fumarat. 
{ Aspartat= | oe { Aspartat® | 
° [NH] [Fumarat=] ~ [N Hj] [(1-Malat= + Fumarat~)/(1 + Q;) 
O17 


0.13. 0,03 /9.4 


” 


a) 


440.9,4 = 414. 


m0 


| Die aliquoten Mengen des Ansatzes wurden bei 5 


enzymatische Umsetzung sofort durch Eisessig (pol. Bestimmung) bzw. 


Kalksuspension (NH,-Best.) gehemmt. 


Biochemische Zeitschrift Band 282. D5 


entnommen und die 














382 K. P. Jacobsohn u. J. Tapadinhas. 


Uber den EinfluB des Glycerins im System der 


Aspartase + Fumarase. 
Ansatz: Fumarat, I mol... . . . . L0ecem 

Nat). L6mol.....« « 1 , - ay 

Pas pie Temp. 37° 
Givomrm. «.... 6.4 & = + « £0 

_ ° ( 9« fe 
Suspension B. coli . . . . . 20 Q = 2,3 (15) 
Puffer (on: 70) . . 5p 5 > Sa 


Anfangskonzentration an NHj?: 

Verbraucht: 30,2 cemn/10 Saure, entspr. 0,150 mol. NH, 
Gleichgewichtskonzentration an NH}: 

Verbraucht: 15,1 cem n/10 Saéure, entspr. 0,075 mol. NH}. 

0.075 me oe ‘ 
«3,0 40+ 3,3 132, 
0,025 + 0.075 

Q 3,0 | 2,0. 


Zusammenfassung. 

Das Gleichgewicht des Systems der Aspartase ist von der Versuchs- 
temperatur abhangig. Aus dem Temperaturkoeffizienten der Gleich 
gewichtskonstanten wurde die Aminierungswarme berechnet und fest 
gestellt, daB diese mit der Differenz der Bildungswarmen der System- 
komponenten iibereinstimmt. Die Aspartase ist demnach ein echter 
Katalysator. 
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biol. Chem. 92, 559, 1931 (S. 563). 5) Siehe O. Meyerhof, Naturw. 28, 490, 
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208, 1931; 110, 1061, 1932; Fermentforschung 14, 175, 1934. S) a. P. 
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ebenda, im Druck. 18) H. Borsook u. H. M. Huffman, J. of biol. Chem. 
99, 663, 1933. 19) H. Borsook u. H. F. Schott, ebenda 92, 535, 1931. 

20) H. M. Huffman u. H. Borsook, J. Amer. Chem. Soc. 54, 4297, 1932. 
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' Bei diesem Versuch wurde keine polarimetrische Bestimmung aus 
gefiihrt, da die Anwesenheit des Glycerins die Drehung des_ 1-Malats 
beeinfluBt (15). 
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Stereochemische Spezifitit und Gleichgewicht 
im System der Fumarase. 
Uber die biochemische Darstellung der d-Apfelsiiure. 
Von 
Kurt P. Jacobsohn und Manoel Soares. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral und dem Chemischen Institut 
der Universitat Lissabon.) 


(Eingegangen am 11. Oktober 1935.) 


Die Konfigurationsspezifitat der Enzyme ist seit langem ein be 
vorzugtes Problem der biologischen Forschung, driickt doch die optische 
Orientierung der Fermente der Zellkatalyse den Stempel der Biochemie 
auf. Insbesondere durch die Arbeiten der Willstdtterschen (Bamann und 
Mitarbeiter) und Ronaschen Schule wissen wir heute, dab eine spezifisch- 
asvymmetrische Wirkungsweise keine konstante Eigenschaft eines Enzym- 
-ystems ist, sondern die optische Selektion experimentell beeinfluBbar 
ist. Wenn auch der Tatsache Rechnung zu tragen ist, daB vor allem die 
hydrolytische Fermentspaltung von asymmetrischen Substraten (Race 
maten) zu diesen Untersuchungen herangezogen wurde, so zeigen doch 
die klassischen Befunde am Mandelsaurenitril und die Arbeiten Neuhbergs 
iiber die Ketonaldehydmutase, daB die Konfigurationsspezifitat der 
wirkenden Fermente auch bei Substraten symmetrischer Konstitution 
nicht konstant zu sein braucht. 

Bei der enzymatischen Bildung der |-Apfelsaure aus Fumarsaure ge- 
lang es unsallerdings bisher nicht, die optische Orientierung der Fumarase 
zu beeinflussen, die ein konstantes Gleichgewicht zwischen diesen Sub- 
straten einstellt. Samtliche untersuchten Fermentpraparate (1) tierischer 
oder vegetabilischer Herkunft vermitteln die asymmetrische Synthese 
von reiner 1-Apfelsaure, und weder durch die Gegenwart optisch aktiver 
Fremdkérper (2) (Alkaloide), noch durch Anderung der Substrat 
konzentration (3) oder durch besondere Behandlung des Ferment 
materials (3) erzielten wir die Bildung von d-Malat. 

Indessen iiberraschte uns das Ergebnis einer Versuchsreike (4), in det 
0,2 mol. racemische Apfelsaure als Substrat der Fumarase verwandt wurde. 
Bei der polarimetrischen Beobachtung der Versuchsfliissigkeit nach Ein- 
stellung des Gleichgewichts stellte sich namlich heraus, daB der gefundene 


Drehungswert nicht mit dem berechneten iibereinstimmte, der sich, an 





Hand der Gleichgewichtskonstante, aus dem Uberschu®B des intakten 


d-Malats iiber den teilweise dehydratisierten Antipoden ableiten liel3. 
Man muBte demnach entweder annehmen, dali ein Teil des d-Malats 


D5 * 











384 K. P. Jacobsohn u. M. Soares: 


(etwa 5°.) eine biochemische Umsetzung erfahren hatte, die bei Nach 
weis der Bildung von Fumarsaure die Hypothese der absoluten Kon 
figurationsspezifitat der Fumarase widerlegte, oder man mubte in Fy 
wagung ziehen, daB durch die Gegenwart des d-Malats das Gleichgewicht 
im System der Fumarase zugunsten des synthetischen Prozesses (l-Malat 
bildung) verschoben wiirde. 

Eine Klarung dieser Frage durfte am einwandfreisten von eine 
Untersuchung erwartet werden, ob reine d-Apfelsaure unter unsere 
Versuchsbedingungen gleichfalls fermentiert wiirde bzw. ob wirklic! 
Fumarsaure aus ihr gebildet wirde. Es ergab sich aber, daB die Dar 
stellung dieses Substrats in reinem Zustand nach der klassischer 
chemischen Methode auf grobe experimentelle Schwierigkeiten stie! 
welche die Angaben Dakins (5) nicht erwarten lieBen. Wir versuchte: 
daher auf biochemische Weise zum Ziele zu gelangen und zwar mit Hilf 
der Aspartase. 

Dieses Ferment vermittelt * die Kinstellung eines Gleichgewichts 
zwischen |-Asparayinsaure einerseits und Fumarsaure und N H; anderer- 
seits. Verwandten wir nun d, |-Apfelsdure in Gegenwart einer héheren 
Konzentration von Ammoniumsalz als Substrat des doppelten enzy 
matischen Angriffs der Fumarase und Aspartase, so konnten wir er- 
warten, dab nach der vollkommenen Aminierung des hydratatisch 
aus l-Malat gebildeten Fumarats — auch d-Apfelsaure dieselbe Fermen 
tation in gr¢Berem Ausmal} erfahren wiirde, wenn sie tiberhaupt von det 
Fumarase umgesetzt werden sollte. Bestatigte sich aber die absolute 
stereochemische Spezifitat des Ferments, so miiBte es gelingen, nach voll- 
kommen enzymatischer Entfernung des Antipoden das_restierende 
d-Malat in reinem Zustand zu isolieren. 

In unseren Versuchen verwandten wir ,,ruhende B. Coli in Gegen- 
wart von Toluol, ein Fermentpraparat, das sowohl Fumarase als Aspar- 
tase enthalt. Lie Verfolgung * der enzymatischen Umsetzungen erfolgte 
durch NH,-Bestimmung und polarimetrische Analyse der Ferment- 
fliissigkeit bei 37°. Es wurde angenommen, daf die Gleichgewicht- 
konstante der Aspartase Ky, = 130* sich auch in Gegenwart von d 
Malat einstellte. Ausgehend von einer 0,2 mol. d, l-Malatlésung und 
0.3 mol. NH,Cl-Konzentration beobachteten wir unter unseren Versuchs 
bedingungen eine Gleichgewichtsdrehung von — 8,0° (d = 2)**. Wurd: 
nun der Ansatz eingeengt, angeséuert und mit Ather extrahiert, so blie! 
die gebildete Asparaginséure im unldslichen Riickstand, wahrend Apfel 
siure und Fumarsaure nach Verdampfung des Lésungsmittels unter den 
selben Versuchsbedingungen einem erneuten Angriff von B. coli ausgesetz! 


Siehe die vorstehende Mitteilung. ** d-Malat ist in Gegenwart 
von Ammonmolybdat linksdrehend. 
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wurden. Die polarimetrische Priifung des Ansatzes ergab wirklich nach 
wenigen Tagen eine neue Gleichgewichtsdrehung von 9,.7°, waihrend 
reine d-Apfelsiure unter den Bedingungen des Versuchs die Ebene des 
polarisierten Lichtes nur wenig mehr ( 10,0°) ablenkte. In der Tat er- 
hielten wir nach erneuter Extraktion des Ansatzes d-Apfelsaure in reinem 
Zustand ; das dargestellte Cinchoninsalz stimmte in seinen Eigenschaften 
genau mit dem Produkt Dakins (5) iiberein. 

Das reine d-Malat wies in Gegenwart von Fumarase eine konstante 
Drehung auf und blieb demnach intakt. 

Die Auffindung des d-Malats in fast L00°%,iger Ausbeute bzw. die 
Resistenz dieses Substrats gegen die Fumarase kann als eine Bestatigung 
der absoluten Konfigurationsspezifitat dieses Ferments aufgefabt 
werden. 

Um nun durch genaue Bestimmung der Gleichgewichtslage im 
Svstem der vollkommenen Aufklarung der angeschnittenen Probleme 
naher zu kommen, gingen wir in einem anderem Versuch von experi- 
mentell giinstigeren Substratkonzentrationen aus (0,2 mol. d, l-Malat: 
0.15 mol. NH,Cl). Im Gleichgewicht fanden wir: « 6,80°* und 
0,088 mol. NH,, statt 0,082 mol. bei Verwendung von 0,1 mol. |-Malat 
ohne Antipoden. Aus der gefundenen NH,-Konzentration berechnen 


wir** unter Anwendung der Gleichgewichtskonstanten der Aspartase : 
K []-Aspartat:] [Aspartat- ] 
37 {Fumarat-][N H,] [(i-Malat + Fumarat)/(1 + Q5.)] [NH] 
0,062 
Q) 130 


0.0388 . 0.085 


den Quotienten Malat /Fumarat: @,, = 6, wahrend in Abwesenheit 
von d-Malat (J, — 4 ist. Derselbe Wert fiir (, ergibt sich aus der 
Gleichgewichtsdrehung der Versuchslésung [10° — 6,89 = 3,2®; 3,2° 
(Malat) + 3.2/6 (Fumarat) = 3,7° entspricht 0,037 mol. — |-Malat 
Fumarat}. 

Dieses Gleichgewicht der Fumarase in Gegenwart von d-Malat 
finden wir nun auch in unserer friiheren Arbeit (4) wieder, aus deren 
experimentellen Ergebnissen (siehe Versuch 4 und 5) der Quotient: 
l-Malat/Fumarat = 6,3 folgt. 

Man darf aus der Ubereinstimmung der beiden Versuchsreihen 
Aspartase, Fumarase) wohl mit Recht schlieBen, daB das Gleichgewicht 
des Fumarasesystems in Gegenwart von d-Malat zum mindesten unter 
unseren Versuchsbedingungen zugunsten der |-Malatbildung — ver- 
schoben ist. 


* Unter Beriicksichtigung der geringen Drehung der gebildeten |-Aspara 
ginsaure. ** Siehe die vorstehende Mitteilung. 














386 K. P. Jacobsohn u. M. Soares. 


Die biochemische Verwandtschaft zwischen den Systemen de 
Aspartase und Fumarase legt nahe, nun auch die stereochemisclh: 
Spezifitat der Aspartase einer genauen Nachprifung zu unterziehen bzw 
zu untersuchen, ob die d-Asparaginséure dem Angriff des Ferment: 
standhalt. Virtanen und Tarnanen (6) nehmen allerdings an. daB nu 
die |-Form* dieses Substrats ,,Ammoniak abspaltet**; wir stellten abe 
bei einer Nachpriifung des Zahlenmaterials dieser Autoren fest, dati 
(in den Versuchsserien 2 und 3) aus d, l-Asparaginsadure 10 bis 25% meh: 
NH,-Ion abgespalten wurde, als nach der Gleichgewichtskonstante des 


Systems aus |-Aspartat allein frei werden kann. Wir werden daher die 


enzymatische Umsetzung des Racemats einer systematischen Analys 
unterziehen. 

Es ware nicht unméglich, daB man bei der enzymatischen Um 
setzung der Racemate von Apfelsiure und Asparaginsdure kinetische 
Analogien mit den bekannten Arbeiten der Willstdtterschen und Rona 
schen Schule iiber die Konfigurationsspezifitat der Lipasen aufdeckte 

Chinchonin-d-Malat: 0,5431 g Substanz bei 98° im Vakuum getrocknet, 
gef.: 0,0418 ¢ H,O = 7,70%: ber.: C,,H,,.N,O.C,H,O, + 2 H,O: 
7.76%, H,O. 


c 2.00: d 2: x 6, 10° 
[x]j) = 152,5° (Dakin: [x]}; + 153°). 
Literatur, 
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112, 1932; C.r. Soe. biol. 107, 94, 108, 198; 109, 506, 1931; 110, 1063, 1932. 
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Uber die Bestimmung geringer Zinkmengen 
in organischen Substanzen auf optischem Wege'. 


Von J. Dabrowski und L. Marehlewski. 
(Eingegangen am 10. Oktober 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Es ist bekannt, daB Zink mit 8-Oxychinolin eine schwer lésliche 
Verbindung bildet, die zur gravimetrischen Bestimmung des Zinks ge- 
eignet ist. Die Ermittlung sehr geringer Mengen mit Hilfe von Mikro- 
wigungen ist jedoch in diesem Falle ziemlich umstandlich und unsicher. 
Es gelingt aber, die Methode durch Zuhilfenahme der optischen Eigen- 
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Abb. 1 


SS 


schaften des Oxychinolins zu vereinfachen und genauer zu gestalten. 
Die Zinkverbindung Zn (CgH,NO), 1aBt sich namlich durch Salzsaure 
leicht in die Komponenten zerlegen, wobei Zinkchlorid und Oxychinolin- 
chlorhydrat entstehen, und letzteres ]4Bt sich auf Grund der bekannten 
Extinktionskoeffizienten leicht quantitativ bestimmen, wonach aus 
der oben gegebenen Zusammensetzung der Zinkdoppelverbindung der 
Zinkgehalt berechnet werden kann. Bedingung ist natiirlich, da} die 
benutzte Base genau dem Beerschen Gesetz folgt. Dies trifft mun 
tatsaichlich zu. Wir haben die Absorption des ultravioletten Lichtes 
des 8-Oxychinolins in 0,2n HCl untersucht, unter Benutzung des 
Hilger-Spekkerschen Spektrophotometers, wobei als Lichtquelle ein 
Funken von hoher Spannung zwischen Stahl-Wolfram-Elektroden 


benutzt wurde. 


Das Oxychinolin stammte von Schuchardt, es war durch mehrere 


Kristallisationen gereinigt. Schmelzpunkt 73,5 bis 74,5°C.  Untersueht 
wurden Lésungen wechselnder Konzentration 


' Vorgelegt der Polnischen Akademie der Wissenschaften 
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Konzentration: 

0,0008 Mol pro Liter 0,2 n HCI, 

Schichtdicke d lem. Gefunden 
(vgl. Abb. 1): 


Losu ng l. 





c A 

0,3 4225 
().4 4150 
0.5 2685 2785 4110 
0.6 2675 2850 4025 
0.7 2670 2895 3970 
0.8 2668 2920 3925 
0.9 2664 2965 3890 
1,9 2660 2990 3850 
1,1 2654 3020 3825 
1.2) 2650 3045 3250 3380 3800 
13 2649 38075 3205 3430 38760 
14 2647 3460 3730 
15 2645 


Losung 3. 


Konzentration 0,0002 Mol pro Liter, 


J. Dabrowski u. L. Marchlewski: 


Lésung 2. Wonzentration: 





0,0004 Mol pro Liter, d 2 em 
Gefunden 
(vgl. Kurve 2, Abb. 1): 
c A 

03 4250 
0,4 4180) 
0,5|| 2695 2795 4110 
0,6) 2678 2845 4050 
0.7 2665 2875 4000 
0,8 2660 2920 3950 
0,9 2655 2950 3910 
1,0] 2650 2975 3870 
| 2648 3010 3810 
1,2'| 2647 3030 3260 3375 3775 
13) 2646 3060 3210 3426 3730 
1,4) 2645 3470 3700 
1,5 2643 


’ 


Man bemerkt, dal 





d tem. Gefunden (vgl. Kurve 3, Abb. 1): alle drei Kurven nahe 

‘ i zu zusammenfallen, was 
se die Giltigkeit des 

O.: At ‘ 
Hr = Beerschen Gesetzes be- 
0,5 2675 2790 4125 weist. Man  bemerkt 
re po on pe zwei Maxima bei 3140 
0,4 2655 862879 20 pe 
08 2654 2915 3979 «= und 3610 A. 
0,9 2653 2950 3930 In  verdiinnteren 
1,0 2652 2985 388) ms “i 
14 2650 3020 3850 Lésungen tritt abel! 
1,2 2648 3045 38240 3380 3800 noch ein Band auf, wie 
13 2647 3075 3205 3435 3770 , ie 
’ a4 ie folgenden Messungen 
1,4 2646 3490 3730 pases ow 
15 2645 zeigen : 


Konz. 0,000 032 Mol. 


Konz. 0.000016 Mol, 


Konz. 0,000 08 Mol, 








d lem. d 2em d tem. 
€ 4 a 4 a A 
0,1 2635 0.1 2642 0,1 2632 
0,2 2336 =—.2610 0,2 2340 2630 0,2 2335 2620 
0.3 2362 2596 0,3 2366 2620 03 9375 2610 
0,4 2380 2586 0,4 2384 2615 0,4 2395 2600 
0,5 2400 2589 0.5 2400 2600 0,5 2415 2595 
0,6 2415 2572 0,6 2420 2594 0,6 2430 ©2586 
0,7 24380 2565 0,7 2434 2585 0.7 2440 2580 
0.8 2445 2560 0.8 2444 2575 0.8 2450 2572 
0,9 2455 2555 0.9 2456 2565 0,9 2455 2560 
1,0 2464 2550 1,0 2466 2555 1,9 2465 2555 
1,1 2473 2544 LI 2474 2550 11 2472 2545 
1,2 2478 2536 1.2 2480 2545 1,2 2478 2540 
1,3 2480 2530 1,3 2486 «©2540 1.3 2484 2532 
1,4 2490 2524 1.4 2494 2532 1,4 2488 2530 
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Bestimmung geringer Zinkmengen in organischen Substanzen usw. 389 
Das obige Ergebnis wird durch die drei Kurven der Abb. 2. ver- 
-_ anschaulicht. Kurve 1 entspricht der gréBten Konzentration und 3 
der geringsten. Sie fallen nahezu zusammen, was auch in diesem Bereich 
— des Spektrums die Giltigkeit des Beerschen Gesetzes beweist. Die 
Kurven zeigen ein scharfes Maximum bei 2510 A. 
71) Die Mittelwerte der obigen Mes- 
18 sungen wurden nun zur Konstruktion 
44 emer Molekularextinktionskurve 
ol ° . ah . 
WN) benutzt. Die folgende Tabelle gibt 
950) die Extinktionen und die Loga- 
910) . : 
zs rithmen derselben an. 
S70 
SLO 
(75 « 4 é log « 
(30 
100 
0,1 2630 3125 3,49 
(),2 2338 2620 6 250 3.80 
ab 0.3 2364 2618 9375 3,97 
<1 0.4 2382 2600 12 500 4,10 
1e 05 9400 2590 15 625 4,19 
as 0.6 2417 2583 18 750 4,27 
* 0,7 2482 2575 21875 4,34 
i 0.8 2445 2568 25 000 4,39 
ie 0,9 2455 2560 28 125 4,45 
kt 10 2465 2552 81250 4,49 
Li 2474 2547 34 375 4.54 P 
40 12 2479 2540 37500 4.57 2700 
LS 2483 2535 40 625 4,61 
1,4 2492 2528 43 750 4.64 
en 
eT P j & log 
rie i = 
0.3 4238 375 2,57 
- 0.4 4165 500 2.70 
0.5 2690 2790 4110 625 2,80 
0.6 2677 2847 4038 750 2,88 
0.7 2667 2885 3985 875 2.94 
0.8 2664 2920 3937 1000 3,00 
0.9 2660 2957 3900 1125 3,05 | 
{,0 2655 2982 3860 1250 3,10 | 
i 2651 = 3015 3817 1375 3.14 
1,2 2648 3037 3255 3377 3787 1500 3,18 
; 1.3 2647 3067 3207 3427 3745 1625 aa | 
) 1.4 2646 3465 3715 1750 3,24 i 
) 1,5 2644 1875 3,27 | 
| 
) Die Kurve zeigt die drei erwahnten Absorptionsbanden, und die | 
: 
: entsprechenden Molarextinktionen betragen: 
: i ~~ Te i 
| fiir Band I mit dem Maximum 2510A 43 750, 
| ee, See a 3140A 1625, 
ae - B610A 1750. 
Diese Ergebnisse kénnen zur Ermittlung des Zmkgehalts in folgender 
Weise verwendet werden. 














390 J. Dabrowski u. L. Marchlewski. 


Die zinkhaltige organische Masse wird nach der Vorschrift von Ridge, 
Corner und Cliff! in einer Quarzschale bei 500°C verascht, der Riickstand 
wird mit 1 ¢cem reiner Salzsaure erwairmt, mit etwas Wasser verdiinnt und 
filtriert. Die Schale wie auch das Filter werden mit kleinen Mengen vor 
Wasser nachgespilt, das Filtrat zu 5cem verdiinnt, und zwar so weit, da! 
eine annahernd normale HCI-Lésung gebildet wird, zum Sieden erwarmt 
und mit einem Strom von H,S wahrend 2 Minuten behandelt, um das an 
wesende Kupfer zu fallen. Nun folgt Filtration und Nachwaschen des 
Filters mit verdiinnter mit H,S gesattigter Salzsaure. Das Filtrat wird 
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Abb. 3. 


auf dem Wasserbade zu etwa | ccm eingedampft, eventuell unter Einleitung 
von Luft, um die Entfernung des H,S zu erleichtern. Die Fliissigkeit wird 
nun mit 0,25 cem einer 20° igen Citronensaurel6sung versetzt, das Gemisch 
mit Ammoniak neutralisiert (Methylorange), sodann 0,25 cem einer Mischung, 
welche in 100cem 20cem Ameisensaure, 3ccm Ammoniak (spez. Gew. 0,38 
und 20 g Ammoniumsulfat enthalt, zugefiigt; endlich gibt man noch 0,2 cem 
Ameisensaure hinzu. Das Ganze wird nun auf 40°C erwarmt und H,S 
eingeleitet. Die Lésung wird zum Sieden erhitzt und nach dem Entfernen 
des Brenners im H,S-Strom erkiihlen lassen. Der gebildete Niederschlay 
wird gesammelt, mit Wasser gewaschen, in einem kleinen Quantum 2n H¢ 

gelést und etwas eingedampft, um den UberschuB von H,S zu entfernen. Der 
tiickstand wird jetzt durch Zusatz von Ammoniak alkalisch gemacht, de: 
UberschuB von Ammoniak durch Erwarmen entfernt, die Fliissigkeit durc} 
Verdiinnen auf etwa S0cem gebracht und das Zink durch Zusatz vor 
8-Oxychinolin als Verbindung Zn(CgH,NO), gefallt. Vor dem Zusaty 
der Chinolinbase setzt man zu der Lé6sung 2 cem 30° ,iger Essigsaure und 
3a¢ Natriumacetat, erwarmt auf 40°C und gibt schlieBlich 5cem eine: 
Lésung von 4g Oxychinolin und 8cem Eisessig in 100 cem hinzu. Nur 
erwarmt man auf 90°C und laBt iiber Nacht bei gewéhnlicher Temperatu 
tehen. Der Niederschlag wird auf einem Filter gesammelt, griindlich n 
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Bestimmung geringer Zinkmengen in organischen Substanzen usw. 39] 
Wasser gewaschen und in 2 n HC! gelost, auf ein bekanntes Volumen gebracht 
und entsprechende Mengen im Spektrophotometer untersucht. Ermittelt 
wird x, und die Konzentration ergibt sich dann aus der Formel « nied, 


wobei fiir ¢ ein oder zwei wie oben ermittelte Werte verwendet werden 


Zum SchluB mégen einige Beispiele von Zn-Bestimmungen in 
Viskoseseide angefiihrt werden, welche die Leistung der Methode de- 
monstrieren. Ahnliche Bestimmungen von Zn in Pankreas sind im 
Gange!. 


Probe I. Ansatz 100g Garn, getrocknet bei 110° ¢ 


a) Nach Band I, Max. 2510A_  0,7265 mg. . 

Ill, a. 2610 A O.6755:... Durchsehnitt 0.6990 my, 
by se - 1, Be 2510 A 0,6741 

iy, , 3610A 0,7255 ,, Durchsehnitt 0,6998 mg, 
€ I, ., 2510A 0,7265 

Er, " 3610 A 0,6735—,., Durchsehnitt 0.7001 meg 


! Wir lassen es vorlaufig dahingestellt. ob der Veraschung Verbrennen 


auf nassem Wege vorzuziehen ist 














Der EinflubB von Nebennierenrindenhormon 
auf den Glykogengehalt der Leber. 
Von 
Herbert A. Hochfeld. 
(Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) Ger Universitat Bern 
(Eingegangen am 11, Oktober 1935.) 
Kinleitung. 

Die Beziehungen zwischen Nebennierenrmdenhormon und Kohlen- 
hvdratstoffwechsel sind neuerdings nach verschiedenen Richtungen hin 
untersucht worden und es hat sich gezeigt, daB nicht nur Adrenalin. 
sondern auch das Nebennierenrindenhormon einen EinfluB auf den 
Kohlenhydratstoffwechsel hat. 


Die vorliegende Arbeit befaBt sich auf Anregung von Prot. Asher 


mit der Frage, ob etwa unter der Eimwirkung des Nebennierenrinden- 
hormons Erschemungen eintreten, welche dafiir sprechen kénnten, 
daB aus Fett Zucker gebildet wird. Eine Anregung zu dieser Frage- 
stellung lag unter anderem darin, daB die Behauptung aufgestellt 
worden ist, das unter dem EinfluB von Adrenalin eine Bildung von 
Zucker aus Fett stattfinden kénne. Es ist bekannt, daB die Frage 
nach der etwaigen Entstehung von Zucker aus Fett zu den aller- 
umstrittensten gehért. Unzweifelhaft gibt es auBerordentlich viele 
negative Ergebnisse, die aber zum Teil damit zusammenhangen kénnen, 
da die methodischen Bedingungen sehr schwierige sind, und manche 
von den Tieren den Anforderungen, welche die Fettdiat mit sich bringt. 
nicht gewachsen sind. 

Der Plan der nachfolgenden Arbeit bestand darin, Ratten entweder 
mit einer normalen Nahrung oder mit einer Nahrung, die zum wesent 
lichen Teil aus Fett bestand, zu fiittern, dann emen Hungertag ein- 
zuschalten und nun den Glykogengehalt der Leber in Versuchsreihen 
zu bestimmen, in denen entweder weiter nichts als die diatetische Be- 
handlung durchgefiihrt, oder taglich Cortigen eingespritzt wurde. 
Das Nebennierenrindenhormon Cortigen wurde mir durch die Giite 
der Firma Gedeon Richter in Budapest geliefert. und ich méchte an dieser 
Stelle meinen Dank dafiir aussprechen. Die von mir benutzte analytische 
Methode war die nachfolgende. 


Methodik. 


Glykogenbestimmung: Kin Pyrex-Reagensrohr von 2,5 em Durchmesset 


und 20em Linge wird mit 20cem 30° >iger Kalilauge pro Gramm Gewebe 
abgewogen. Das Tier wird get6étet und so schnell wie méglich die Leber dem 
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Kinflu®’ von Nebennierenrindenhormon aut den Glykogengehalt usw. 393 


Korper entnommen und in die Lésung gelegt. Sodann wird das Reagens 
rohr samt Inhalt gewogen, und wir erhalten durch Subtraktion des Gewichtes 
des Reagensglases plus Kalilauge das Gewicht der Leber. Das Reagensrol 
wird in das kochende Wasserbad gebracht, bis das Gewebe sich gelést hat. 
Dann wird etwas abgekiihlt und das gleiche Volumen 95°,igen Alkohols 
hinzugeftigt. Die Mischung wird bis zum Kochen erhitzt, dann abgekiihlt 
und 10 bis 15 Minuten lang zentrifugiert. Die Mutterfliissigkeit wird de 
kantiert und dann wird das Zentrifugenrohr fiir ein paar Minuten im ein 
kochendes Wasserbad gebracht, um den Alkohol zu entfernen. Die im Rohi 
zuruckgebliebene feste Substanz wird mit 0,6 n Salzséiure behandelt und 
2 Stunden lang hydrolysiert. Nach dieser Zeit wird das Hydrolysat mit 
30 °.iger Natronlauge unter Anwendung von Phenolphthalein neutral'siert 
Von dieser alkalischen Lésung wird eine 1 bis 1l0fache Verdiinnung 
gemacht und in Teilen davon der Zucker bestimmt!. P/ltigers urspriingliche 
Anweisungen wurden dahin modifiziert, dafi Muskel oder Leber mit 2 cem 
30° iger Kaliumnitratl6sung pro Gramm Substanz zur Fallung mit Alkoho! 
bereit ist, sobald die Mischung eine homogene Lésung darstellt. Dieses 
Stadium ist in 10 bis 20 Minuten erreicht. 

Pjliigers Anweisungen erfordern zwei Volumina 95 °,igen Alkohol pro 
Volumen der alkalischen Fliissigkeit. Aahn hat jedoch gefunden, dali 25' 
Alkohol in der Mutterfliissigkeit bei Gegenwart von Elektrolyten das 
Glykogen nicht weniger wirksam fallt, als bei den h6heren Konzentrationen 
Erhitzen der alkoholischen L6sung zum Kochen nach der Fallung f6rdert das 
Zusammenfallen des Glykogens sehr, und es ist nicht nétig, dab das gefallte 
Glykogen weiB ist. 


Die Anwendung von 30- anstatt 60° iger Kalilauge hat den Vorteil. 
dafi die Verdiinnung mit Wasser vor der Fallung tiberfliissig wird und dal 
man daher das Fliissigkeitsvolumen niedriger halten kann. Bierry und 
Gruzewska waren die ersten, welche in Niederschligen das Glykogen be- 
seitigten. Bei dieser Methode wird das Gewebe mit Kalilauge hydrolysiert, 
dann mit Saure im Autoklaven behandelt und die restierende Substanz 
nach Bertrands Methode bestimmt. 


Technik der Hoskins-Holbrock-Modifikation der Shaffer-Hartmann 
Analyse’, °. 


5eem des | bis 10 fach verdiinnten alkalischen Hydrolysats werden 
in ein gréBeres Reagensglas abgemessen und 5cem des Mikrokupter 
reagens zugefiigt. Die Lésung wird 15 Minuten lang in ein Wasserdamptbad 
gestellt, dann auf Zimmertemperatur abkiihlen lassen. Jetzt werden 5 cem 
nH, SO, hinzugegeben, und nach einer Minute titriert man das Jod mit n/200 
Natriumthiosulfat. Beim Farbumschlag (gelb) fiigt man 0,5 ecem 20 ° 
Starkel6sung hinzu und es wird wieder bis zum Farbumschlag von Starke 
blau zu Kupfer-blau titriert. Die Berechnung besteht darin, das aus einer 
Tabelle der Titration die Prozent Glucose Kubikzentimeter Thiosulfat 


re 
o It 


abgelesen wer len. 


' Good, Kramer u. Somogyi, J. of biol. Chem. 100, 485, 1933. 
2? Hoskins u. Holbrock, J. Lab. and Clinical Med. 8, 747, 1923. — ° Die- 
selben, Northwest Medecine 28, 355, 1924. 














394 H. A. Hochfeld: 


Die Reagenzien der Shajfer-Hartmannschen Reaktion: 

1. Normal H,SQ,; 2. Starkel6sung 2°, ig; 3. Mikro-Kupfterreagens 
Jeder Bestandteil soll getrennt gelést werden. 

40 ¢ Natriumecarbonat anhyd. p. A. in 400 com Wasser, 

5,0 g Kupfersulfat in 100 cem Wasser, 

7.52 Weinsaiure in 100 com Wasser, 

7g Kaliumjodat in 100 cem Wasser, 
10.0 ¢ Jodkali in 100 cem Wasser, 
18,4 g¢ Kaliumoxalat in 100 cem Wasser. 


Man mischt die Kupfersulfat- und Weinsaéurel6sungen und fiigt 
langsam das Natriumearbonat hinzu. Die iibrigen Bestandteile werden aucl 
zusammengemischt und hinzugefiigt. Dann Wasserzusatz bis zu 1 Liter 


$4. Natriumthiosulfat m/200. 


Prinzip der Shaffer-Hartmannschen Methode'. 


Das Reagens besteht aus Kupfersulfat in alkalischer L6sung. Die Menge 
des durch Reduktion entstehenden Kupferoxyds ist proportional der Menge 


der vorhandenen Dextrose oder anderer reduzierender Substanzen. Uber- 
schussige Schwefelsaure wird nach der Erhitzung hinzugefiigt, sie I6si 


die Oxyde und Jod wird frei. Jod reagiert mit Cu,SO,4 und ergibt CuSQ,. 


Die in dieser Reaktion gebildete Jodmenge steht in einem quantitativen 
Verhaltnis zu dem Gehalt an vorhandenen reduzierenden Substanzen. Das 
nach der Reaktion in der Lésung bleibende freie Jod wird mit der ver 
diinnten Natriumthiosulfatlésung titriert und der Prozentgehalt an Glucoss 
entsprechend der Menge Thiosulfat direkt von der Tabelle abgelesen. 
5 HJ HJO, = 3H,O + 3Jd,, 
2Cur+ J, 2 Cu™ 2 J-. 

Das Cortigen (nach Magistris) wurde den Tieren subcutan eingespritzt. 
Jede Ampulle enthalt 1 cem entsprechend 30g Nebennierenrinde. 

Die Leber der normalen Tiere ist rotbraun. Die Leber der mit Fettdiit 
behandelten Tiere war gelb mit herabgesetzter Konsistenz und vermehrte: 
Briichigkeit. 

Experimenteller Teil. 


In der ersten Versuchsreihe wurden drei Ratten mit einer normalen 
Diat, bestehend aus Brot und Milch, mehrere Tage lang gefiittert und 


blieben dann einen 


Tabelle I. Ratten mit Normaldiat. Letzter ; 
Tae ohne Nekrone. l'ag ohne Nahrung, um 


die Tiere in bekannter 





Korpergewicht — : a 

Weise auf annahernd 

Ratte yor nach Leber- Prozent : ‘ 
der Diét der Diiit gewicht Zucker gleichen  Glykogenbe- 

Nr x x . stand nach 24stiindi- 
1 175 165 6.7 0.37 gem Fasten zu bringen. 
2 217 207 5,1 0,99 Die Ergebnisse dieser 
‘8 195 185 5,9 0.83 Rei eget 

3 3 ae Reihe teile ich in Ta- 
+ BUD 370 i. O31 j ; 
5 327 303 10.3 0.71 belle 1 mit. 


Mittelwert : 0,52 % Zucker. 


1 PA. Shafferu. A..F. Hartmann, J. of biol. Chem. 45, 365, 1921. 
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EinfluB von Nebennierenrindenhormon auf den Glykogengehalt usw. 395 


Es zeigt sich, daB der Glykogengehalt, als Zucker berechnet, 
lurchschnittlich 0,52 °% betragt. 

In der nachsten Versuchsreihe wurden die Ratten tagelang mit 
Fett, im wesentlichen Milch, gefiittert. Es ist dies eme Fettnahrung, 
welche Ratten sehr gut vertragen, und bei welcher, wie friiher gezeigt 
worden ist, sehr leicht eine nicht pathologische Aufstapelung von Fett 
in der Leber erzeugt wird. Nach mehrtagiger Fettfiitterung wurden 
lie Ratten wiederum 24 Stunden lang ohne Futter gelassen. Das Er- 
gebnis dieser Reihe, die 
Tabelle Ll. Ratten die nur mit Fett (Milch) 
gefiittert wurden. Letzter Tag ohne 

Nahrung. 


mit fiinf Tieren ange- 
stellt wurde, bringe ich 
in Tabelle IT. 


Ks zeigte sich, dab 





Kérpergewicht 


Ratte ; Leber- Prozent 
der Glykogengehalt der der Dist der Dixt | geWicht = Zucker 
Leber, ausgedriickt in Nr. g g g 
Zuckerwert, 0,66 °% Zuk- Ps e 

sae 1 149 133 4,6 0,51 
ker betrug. Trotzdem D) 179 160 5,8 0.75 
die Tiere tagelang eine 3 147 127 4,2 0,49 
. — ; a 160 139 (= 0,85 
jedenfalls sehr kohlen- > 150 130 56 0°70 
hydratarme Nahrung er- Mittelwert : 0,66 % Zucker. 


halten hatten, war doch 

ihr Glykogengehalt in der Leber nicht etwa geringer, sondern eher 
etwas gréBer als in der voraufgehenden Reihe, so daB man zunachst 
hypothetisch die Ansicht 4uBern kénnte, das wahrend des Hungertages 
das in der Leber deponierte und gewissermaBen kérpereigen gewordene 
Fett mit zur Zuckerbildung herangezogen wird. 

In der dritten Versuchsreihe erhielten die Ratten die friiher ge- 
nannte Normaldiat, aber dazu wurden ihnen taglich eine Ampulle der 
Cortigenlésung Gedeon Richter injiziert. Den letzten Tag blieben 
die Tiere wieder ohne Nahrung. Die Ergebnisse dieser mit sechs 


{atten angestellten Ver- ’ 

fabelle Ill. Ratten mit Normaldiat. 

Taglich eine Cortigeneinspritzung. 
Letzter Tag ohne Futter. 


suchsreihe bringe ich in 
Tabelle ITI. 





In dieser Reihe war Kirpergewicht 
. . a. ee | raises ‘ Leber- Prozent 
der Mittelwert des Gly- vor nach 
eet Birt der Dit der Diat  seWwicht Zucker 
kogengehalts der Leber, Nr . ‘ 
ausgedriickt in Zucker- : = 
. . l 192 180 5.6 0,76 
prozent, 0,69. \ er- 9 299 210 5.9 0.21 
gleicht man diesen 3 225 222 64 0,24 
y . . . 945 929 . 
Wert mit demjenigen 4 245 232 6,9 1,14 
; = ) 180 18Y 6.4 0,76 
der ersten Reihe, so ist 6 150 156 6.0 1.06 


er etwas gréBer. Mittelwert: 0,69°. Zucker. 














396 H. A. Hochfeld: 


Die nachste Versuchsreihe wurde so angeordnet, daB die Ratten 
drei Tage lang Fett bekamen, auBerdem taglich mit Cortigen gespritzt 
wurden. Am vierten Tage hungerten dieselben und wurden auch nicht 
mit Cortigen gespritzt. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bringe ich in anschlieBender 
Tabelle IV. 


Das Resultat diese! 


Tabelle IV. Ratten, die wahrend drei 
Tagen nur Fett erhieltenund taglichmit Versuchsreihe scheint 
Cortigen gespritzt wurden. Am Hunger mir ein sehr klares zu 


tag kein Cortigen. . er 
sein, denn es zeigt 


sich, daB der Mittelwert 





Kirpergewicht 


Ratten vor nach Leber- Prozent des Glykogengehalts 
der Dist der Dit gewicht Zucker } : . 
= wiederum ausgedriickt 
Nr. g g g Paes 
in Zuckerprozenten, den 
1 166 155 4,1 0.83 B : Q9 0 ; 
’ etrag von 0,92 el 
9 206 186 8,0 1,21 ae «fan 
3 169 146 5.9 0.79 reichte. .Demnach cin 
4 194 170 4.3 1,06 ganz erheblich gr6éBeret 
5 205 172 5.6 0,61 a me 
6 185 157 50 1/02 Wert als in allen vor 


Mittelwert: 0,92 °% Zucker. aufgehenden teihen 
groBer vor allem auch 
als in der Versuchsreihe, wo die Tiere nur mit Fett gefiittert wurden. 
Das Ergebnis dieser Reihe spricht jedenfails nicht gegen die Ansicht, 
daB unter dem EinfluB des Rindenhormons an einem Hungertage 
die Leber aus dem in ihr vorhandenen Fett Zucker zu bilden’ ver- 
moge. 

In der letzten Versuchsreihe wurde die vorausgehende in der Weise 
abgeandert, daB die Cortigeneinspritzungen auch am Hungertage aus- 
gefiihrt wurden. Die Ergebnisse dieser Reihe bringe ich in Tabelle V. 

Diese Reihe ergibt 
Tabelle V. Ratten mit Fettdiat. Cortigen bei weitem den gréBten 
taglich gespritzt. Cortigen auch am Yuckorwert von allen 


Hungertage eingespritzt. é é Pe yin 
teihen, indem narlich 





Kirpergewicht der Mittelwert des Gly- 
Ratten vor nach Leber- Prozent kogengehaltes, ausge- 
der Dit der Diiit gewicht Zucker 


drickt in Zucker, nicht 


Nr g g £ 
weniger als 1,67 °% ist. 
1 250 190 10,3 2,32 \ : . 
Hs : : : ier wird man zu 
2 175 160 5,8 1,13 uch hie i man 
3 203 170 7.7 1.57 nachst, fuBend auf den 


Mittelwert: 1,67°, Zucker. Versuchsergebnissen, 

sich dahin aussprechen, 

daB aus dem Depot-Fett der Leber unter dem Einflu8 der Nebennieren- 
rindenhormonbehandlung Zucker gebildet worden sei. 
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Will man sich nicht dazu entschlieBen, auch in diesen Versuchen 


emer Zuckerbildung aus Fett zuzustimmen, so miBte man an eine 
indere Erklarung denken. Diese kénnte dahin lauten, da’ am 
Hungertage Depotfett benutzt wird, um den Energiebetrag zu decken: 
und weil ein solehes Fett vorhanden ist, deshalb kann Eiweif heran- 
gezogen werden, um Glykogen in der Leber aufzubauen. Es laBt sich 
diese Erklarung nicht vollsténdig ausschlieBen. Es fragt sich nur, 
warum Cortigen gerade diese Art Zuckerbildung begiimstigen soll. 
Es scheint mir in diesem Falle eher die Bildung aus Fett den Tatbestand 
erklaren zu kénnen, 


Zum Schlusse bringe ich eine Ubersichtstabelle iiber die Ge 
samtheit meiner Versuche. 


Ubersichtstabelle 





Korpergewicht 


tatte weber- *-rozent Mittel- 
7 der Diat der Ditt : W ‘et t Sonn a rt Behandlung 
Ni g g g 
I. | 175 165 6.7 0,37 Normaldiat 
2 217 207 5.1 0.90 Latater Tag hat 
3 195 185 59 0.83 Nahrung 
4 395 370 11,7 031 
5 oot 303 10.3 0.71 
0,52 
II 6 149 133 4.6 0,51 Drei Tage Fett 
7 179 160 5.8 0.75 Letzter Tag ohne 
g 149 127 42 0.49 Nahrung 
9 160 139 Py 0,85 
10 159 130 5.6 0,70 
0.66 
III. 11 192 182 5,6 0,76 Normaldiit, tiglie) 
12 222 210 59 0,21 Cortiger 
13 225 222 6.4 0,24 
14 245 232 6,0 1,14 
15 LS8O 189 6.4 0.76 
16 159 156 6.0 1.06 
0.69 
VI 17 166 155 4.1 0,83 Drei Tage Fett, tag 
18 206 186 &.0 1.21 Cortiger 
19 169 146 5.9 0,79 
20 194 170 4.3 1,06 
21 205 172 5,6 0,61 
22 185 157 5.0 1.02 
0.92 
V 23 250 199 10.3 2.32 Drei Tage I ig 
24 175 160 5.8 1.13 COrtigen, auch am 
25 203 170 7,7 1,57 weenie 
1,67 
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348 H. A. Hochteld. 


Zusammenfassung 

1. Vergleicht man nach voraufgehender Normaldiat mit gemischte: 
Nahrung den Glykogenbestand der Leber eines darauffolgenden Hunger 
tages mit dem Glykogenbestand eimes Hungertages nach reiner Fett 
nahrung bei der Ratte, so ist der Glykogenbestand im letzteren Falle 
etwas groBer. 

2. Werden Katten drei Tage lang mit Fett gefiittert und erhalten 
sie taglich Nebennierenrindenhormon, so ist nach einem Hungertag: 
der Glykogengehalt der Leber gréBer als nach einer voraufgehenden 
Ernahrung mit gemischter Diat und Cortigeninjektion. 

3. Ganz erheblich gréBer wird der Glykogenbestand der Lebe: 
eines Hungertages, wenn drei Tage lang vorher reines Fett gefiittert 
worden war und sowohl an diesen Tagen wie am Hungertag Neben- 
nierenrindenhormon injiziert wurde. 

4. Die Versuche sprechen zugunsten der Auffassung, daB unter 
dem Einflu8 von Rindenhormon aus Depotfett eine Zuckerbildung 
stattfinden kann. 
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“a Ursprung des ©-Vitamins in Organen (-frei ernihrter Ratten. 
tt Von 
lle Hans vy. Euler, Carola Gartz und Maj Malmberg. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
ten (Eingegangen am 20, Oktober 1935.) 
agi 
len Manche Tiere, z. B. Vogel, Hunde und in gewissem Grade auch 
Kaninchen und Ratten kénnen bekanntlich wahrend des Wachstums 
7" und spaéter Wochen, sogar Monate lang ohne C- Vitamin (Ascorbinsaure) 
-_ ernahrt werden, ohne daB nachteilige Anderungen der physiologischen 
ties Entwicklung zutage treten: dagegen macht sich bei Meerschweinchen 
schon in wenigen Tagen der C-Mangel der Nahrung stark bemerkbar. 
In 14 Tagen, bereits vor Ausbruch auBerer skorbutischer Veranderungen, 
sinkt der C-Gehalt der Meerschweinchenorgane, z. B. des Gehirns und 


der Nebennieren, auBerordentlich stark; die folgenden mittleren Betrage 
pro Gramm Organgewicht wurden gemessen?!: 

Gehirmm ......... . 0,26 bis 0,04 mg 

Nebennieren. . . ~ « & Bee vy OOS 

In der gleichen Versuchszeit ist der C-Gehalt des Gehirns C-frei 
ernahrter Kaninchen gegeniiber dem Gehalt bei Normaltieren unver- 
mindert (0,17 mg pro Gramm Frischgewicht), und auch in den Neben- 
nieren ist die C-Verminderung verhaltnismabig gering (2,6 mg sinkt bis 
2.2mg pro Gramm Frischgewicht). 

In einer Untersuchung tiber Verbrauch und Speicherung des C- 
Vitamins im Kérper von Ratten und Meerschweinchen® zeigte sich die 
sehr geringe Speicherung gréBerer C-Vitamingaben und der grobe 
Verlust durch den Harn. Bei Meerschweinchen ist offenbar der Ver- 
brauch von C-Vitamin im Organismus besonders groB. Auch aus der 





i Darmwand der Meerschweinchen verschwindet das (-Vitamin schnell 
(in 8 bis 11 Tagen) ; fiihrt man dann den an C verarmten Meerschweinchen 


dieses Vitamin per os zu, so wird C zuerst in der Darmwand gespeichert *, 
Ob und wie Ratten zugefiihrte Ascorbinsaure tiberhaupt verwerten, soll 
hier noch untersucht werden. 


Fiir die Unempfindlichkeit der Ratten gegen C-Mangel liegen noch zahil 


reiche weitere Belege vor, von denen hier nur ein neuer angefiihrt werden 
mag: Suden und Alley’ fanden bei Ratten, welche in drei Generationen 
skorbutogene Kost erhalten hatten, keine Anzeichen von Skorbut in den 





' Malmberg u. Euler, Zeitschr. ft. physiol. Chem. 235, 97, 1935. 
Euler wu. Malmberg, Sv. Kem. Tidskr. 47, 25, 1935. 3 Erik Jacobsen, 
Acta med. seand. 85, 419, 1935. ' Suden u. Alley, Proc. Soe. exp. biol 
Med. 82, 753, 1934. 














$0) H.v. Euler, C. Gartz u. M. Malmberg: 


Schneidezahnen. Plimmer' fand den geringen Bedarf an C-Zufuhr | 
wachsenden Hiihnern. Seine Ergebnisse fanden Bestatigung in den Unte 
suchungen von Hart, Steenbock u. a.* sowie von Ray*®. Mariin u. Bons 
nore studierten die C-Synthese in Hiihner-Embryonen (Biochim, tera; 
sperm. 21, 169, 1934. 

Man hat als Erklarung der Unabhangigkeit der Ratten, Végel un 
anderer Tiere von der C-Zufuhr durch die Nahrung angenommen, dai) 
diese Tiere ihre Ascorbinsaure selbst bilden, und zwar lag es nahi 
Hexosen, Cg H,,0¢, als Quelle der Ascorbinsaure, C,H ,O,, anzusehen, wi 
auch von verschiedenen Seiten geschehen ist. 

Der erste Versuch, eine solche Ascorbinsaéurebildung aus Hexosen 
enzymatisch durchzufiihren, stammt wohl von Guha und Ghosh 4. Diese 
Forscher gaben zunachst Versuche in vitro an, aus welchen sie schlosse: 
daB verschiedene Monosen, besonders aber Mannose, durch Enzyme voi 
Organen wie Leber, Niere und Milz sowie Gehirn in Ascorbinsaure iibe1 
gefiihrt werden kénnen. In Verfolgung dieser Versuche haben die gleichen 
Forscher® dann auch die biologische Synthese studiert, indem sie Hexosen 
und zwar besonders Mannose in Ratten, 20 mg pro Tag, intravenés und 
subcutan injizierten und dann 5 Stunden nach der Injektion am getéteten 
Tier in verschiedenen Organen die Erhéhung des C-Vitamingehalts 
feststellten. 

Eine solche Umwandlung von Mannose in Ascorbinséure soll nac! 
Hirendra Nath Banerjee® auch beim Kind vorkommen. Der indische Forsche: 
titrierte den Urin eines 5 bis 6 Monate alten Sauglings und fand 
nach Zufuhr von 1g Mannose pro Tag starke Erhéhung des C-Gehalt~ 
Bezssonof{f und Mitarbeiter’ kamen ebenfalls zum SchluB, da®B der Foétus 
und der Saugling bis zum 10. Lebensmonat das Vitamin C selbst synthet 
sieren kann. Gegen diese Annahme spricht nach Neuwweiler® das Vo 
kommen des Skorbuts bei qualitativ ungeniigend ernahrten Kindern in 
Gegensatz zu Brustkindern (Methodik von Bezssonoff). Rohmer, Bezssono} 
und Stoerr’, die sich ebenfalls mit der Frage des C-Bedarfs des Menscher 
befaBt haben, geben unter Bezugnahme auf eine Mitteilung von Waldmay 
und Krijchkovsky an, daB zur Synthese des C-Vitamins in der Ratte di 
Mitwirkung von Vitamin A und D (Dorschlebertran bzw. Eigelb) notwendiz 
ist. Ihr Ergebnis ist mit der Methodik von Bezssono/f gewonnen worden 
auf welche wir demnachst zuriickkommen. 

Versuche. 

In Riicksicht auf die Untersuchungen dieses Instituts iiber ( 

Avitaminosen und ihren Nachweis durch Titration des C-Vitamins in 


! Plimmer, Rosedale u. Raymond, Biochem. J. 17, 787, 1923. 2 Hart 
Steenbock, Lepkovsky u. Halpin, J. of biol. Chem. 66, 813, 1925. 3 Ra 
Biochem. J. 28, 189, 1934. + Guha u. Ghosh, Nature 134, 739, 1934 
135, 234, 1934. > Dieselben, ebenda 135, 871, 1935. 6 Hirendra Nat 
Banerjee, Courrent Sci. 3, 355, 1935. 7 Rohmer, Bezssonoff u. Stoer: 
C. r. Soe. Biol. 118, 56, 1935. 8 Neuweiler, Klin. Wochenschr. 14, 1041 


1935; Neuweitler bestatigt in dieser Arbeit das Vorkommen des C-Vitamir 
in Placenta, wie es bereits von Euler u. Klussman beschrieben worden w: 
(Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 11, 1933.) 
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Harn wollten wir uns tiber die Umwandlung von Mannose in Ascorbin 


iure eigene Erfahrungen verschaffen. Ein solecher Cbergang ist ja auch 
von praktisch ernahrungsphysiologischer Bedeutung, da er die Méglichkeit 
eréffnen wiirde, den infantilen Skorbut und seine latenten Formen durch 
Kingabe von Mannose zu beeinflussen. Wir haben deswegen zunichst die 
Versuche von Guha und Ghosh! iiber die Umwandlung von Mannose in 
vitro wiederholt. Wir konnten dabei wie schon vorweg erwahnt 
werden soll zu unserer Uberraschung in drei unabhangig voneinander 
vusgefiihrten Versuchsreihen das Ergebnis von Guha und Ghosh iiber die 
\scorbinsaurebildung aus Mannose in vitro bis jetzt nicht reproduzieren, 
obwohl wir so genau als méglich die allerdings knapphandigen Arbeits 
vorschriften der indischen Forscher! eingehalten haben. 


Zur Methodik. 


Wir haben mit zwei der von Guha und Ghosh angewandten Organe 
gearbeitet, namlich mit Leber und mit Gehirn von Ratten. In beiden 
Fallen wurden die Organe fein zerschnitten, dann in Pufferlésung 
pH 7,0 bis 7.4 gut verrieben und mit Mannoseliésung versetzt. 

Die Titration des C-Vitamins fiihrten wir wie Guha und Ghosh mit 
dem Reagens von Tillmans, 2.6-Dichlorphenol-indophenol dureh, und 
zwar in der iblichen Weise? bei px — 2,5. In Versuchsreihe | haben wir, 
um Oxydation der Ascorbinsdure wahrend des dreistiindigen Versuchs 
zu vermeiden, die Reaktion in Stickstoffatmosphare vor sich gehen 
lassen. 

Versuchsreihe | (VM. Malmberg), Ausgewachsene Normalratten. Ver 


suchszeit 3 Stunden. Temperatur 37°. Zu jedem Versuch 0.3 bis 0,4 
Gehirn. 





mg Ascorbinsiure pro g Organ 
Versuchsmischung j 
aT , Anfang 


Nach 3 Stunden 
des Versuches *** h ande 


Gehirn + 50mg Mannose. . 0,33 0,33 
Gehirn ohne Zusatz . : 0,30 0,30 
Gebirn + 50 mg Mannose. . 0,30 0),27 
Gehirn ohne Zusatz . : 0,27 0,27 
Gehirn 50 mg Mannose. . 0,27 0,27 


Wie aus diesen Zahlen ersichtlich, stieg der Ascorbinsduregehalt 3 
der Gehirnsuspension auch in den mit Mannose versetzten Versuchs 
mischungen nach 3 Stunden nicht. 


' Guha u. Ghosh, Courrent Sci. 2, 390, 1934. 2 Martius u. Euler. 
diese Zeitschr. 271, 9, 1934. 3 Die Reduktionswerte sind auf Ascorbin 


siure umgerechnet, und zwar entsprechend einer direkten Einstellung 
unserer Tillmans-Lésung auf reine Ascorbinsaure. Es kann allerdings nicht 
ausgeschlossen werden, da andere Reduktone und in geringem Mate auch 
andere Stoffe an der Reduktion der Organbreie beteiligt sind 
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Versuchsreihe 2 (MW. \almberg), Ausgewachsene Normalratten. Ver 
suchszeit 3 Stunden. Temperatur 37°. py 7.4. Zu jedem Versuch 0,40 
Cehirn. 





mg Ascorbinséure pro g Orga 
Versuchsmischung Anfang 


deo Varauches Nach 3 Stunde 


Gehirn + 49 mg Mannose . en ore 0,33 0,30 
Gehirn + 40 mg Mannose . 4G tape thes eB 0,33 0,33 
Gehirn + 40 mg Hexose-Monophosphat (Robisonester) 0,31 0,30 
Leber + 40 mg Mannose . ee er a ae 0,28 0,20 
Leber + 40 mg Mannose. ..... i eee 0,25 0,15 
Leber + 40 mg Xylose ........ area 0,20 0,20 
BOP "ONO AURES kk eee ea cs 0,20 0,17 


Versuchsreihe 3. (C. Gartz) Rattenleber. 0,2 g¢ Leber mit 2 eem Ringe 

ldsung und 3cem Phosphatl6sung. py = 7,4 verrieben. Dann 1 cen 

abpipettiert und mit Tillmans-Lésung titriert. Zum Riickstand 1 cen 
Mannoselésung bzw. 1 cem Wasser. Versuch 3 Stunden bei 37°. 





mg Ascorbinsiure 
Zeit ; 


0,1 mg ohne 

Mannose Mannosezusatz 
Anfang des Versuches .. . 0,047 0,048 
Nach 3 Stunden .... 0,028 0,028 


Bei den Leberversuchen der Versuchsreihe 3 wurde wie auch bei 
den Versuchsreihen 1 und 2 nach 3 Stunden weniger 2,6-Dichlorphenol 
indophenol verbraucht wie gleich nach Zugabe der Mannose zum Leber 
brei. Die Differenz ist allerdings geringfiigig, sie wiirde im Mittel 0,2 mg 
Ascorbinsaure entsprechen und riihrt vermutlich von der Oxydation de: 
reduzierenden Substanz des Leberbreies her. Wesentlich ist, daB de: 
Zusatz von Mannose nicht einmal die Abnahme der Reduktions 
wirkung verringert, noch weniger den Verbrauch des T7//mans-Reagens 
gesteigert hat. Auch mit Rattengehirn wurde in Versuchsreihe 3 (nicht 
in Versuchsreihe 1 und 2) eine geringe Abnahme des Verbrauchs an 


Tillmans-Reagens innerhalb 3 Stunden gefunden. Wir fiihren diese 


Versuche nicht ausfiihrlich an. da sie die Versuchsreihe 1 und 2 im 


wesentlichen bestatigen. 

Ein eventueller Ubergang von Mannose, C,H,,0,, in Ascorbinsiure. 
(\,H, Og, wiirde einer Dehydrierung um vier H-Atome entsprechen, und 
man kann nicht umhin, anzunehmen, da Dehydrasen an einem solchen 
Ubergang mitwirken. Nun sind Dehydrasen in allen von Guha und Ghosh 
untersuchten Organen nachgewiesen, und zwar ist besonders in zahlreichen 
Untersuchungen nach der Thunbergschen Methodik die enzymatische 
Entfirbung des Methylenblaus durch verschiedene Donatoren gezeigt 
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worden, darunter auch die Dehydrierung von Glucose und andere ein- 
fache Zuckerarten. Auch wird, wie hier schon friiher gefunden wurde}, 
Methylenblau durch Ascorbinsaure und andere Reduktone entfarbt. Eine 
Stufe der Dehydrierung der Mannose durch die untersuchten Organ- 
breie war also jedenfalls zu erwarten. Wir haben in mehreren Versuchs- 
reihen an Gehirn und Leber solche Dehydrierungen untersucht und 
wollen unsere diesbeziiglichen Ergebnisse hier mitteilen. Zur Ver 
wendung kamen durchweg Rattenorgane. Die Versuche wurden bei 
30° in Thunberg-Réhren und nach der Thunberg-Ahlqrenschen Methode 
ausgefiihrt. 
Dehydraseversuche mit Gehirn. 





Versuchsreihen 4 bis 6. 1,1 g Gehirn in 6,6 cem PO,-Pufferlésung. py G 

Nr. Versuchsmischung 0,5 eem Mb-Léisung 1:5000 a : 
Min 

4a und4b + 1 ecem Gehirnextr. + 1 cem 10°/)ige Mannoselis. 7 7 

4eund 4d + 1 com Gehirnextr. 1 cem 10°/,ige Glucoselis. 7 7 

4eund 4f + 1 cem Gehirnextr. + 1 cem Wasser 31 31 

5Saund5b + 0,5cem Gehirnsusp. + 1 cem 10°) ige Mannoselos. a) 6 

5eund 5d + 0,5 cem Gehirnsusp. + 1 eem 10°) ige (lucoselis. 5 6 

5eund 5f + 0,5cem Gehirnsusp.-+ 1cem Wasser... .. . 12 13 

6aund6b + 9,5cem Gehirnsusp. + 1 cem 10°, ige Mannoselis. 14 

He und 6d + 0,5 cem Gehirnsusp. leem 10°, ige Glucoselds. 11 

He und 6f + 0,5cem Gehirnsusp. + leem Wasser. . 2... 70 


Bei der Dehydrierung der Mannose und Glucose handelt es sich 
vermutlich um die Bildung der entsprechenden Sauren, also Mannon- 
saure bzw. Gluconsaure. In den Versuchsreihen 4 bis 6 zeigte sich, dab 
durch die Hexosendehydrase des Gehirns Mannose und Glucose ganz 
gleich schnell dehydriert werden: eine Spezifitat der Mannose tritt hier 
nicht hervor. 

Durch Zusatz von Co-Zymase zu Reaktionsmischungen wie den obigen 
wurden die Entfarbungszeiten in den Gehirnversuchen nur unbedeutend 


geandert. 





Entfirbungszeit 


Nr. 0.5 cem Co-Zymaselisung 05 eem Mb-Lésung 1: 5000 
‘ Min 
1 und 2 + 0,5 cem Gehirnsusp. + 1 cem 10°/,ige Mannoselés 12 
3 und 4 0,5 cem Gehirnsusp. + leem Wasser... 2. . a9 


Dehydraseversuche mit Leber. 


Die eindeutige und regelmabige Wirkung der Mannose und Glucose 
als Wasserstoffdonatoren bei der Mb-Reduktion durch Gehirnbrei, 
welche zeigt, daB Rattengehirn erhebliche Mengen Hexosedehydrase 


Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 167, 1933, und zwar 8. 175. 
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sowie die erforderliche Menge Co-Zymase enthalt, wurde bei unsere) 
Versuchen mit Leber von Ratte nicht in der gleichen Weise gefunden. 


Zunachst zeigte sich, daB in der Leber die vorhandenen Mengen 
der Donatoren so groB und dadurch die Spontanentfarbung des Mb s« 
erheblich ist, daB ein Zusatz von 40 mg Mannose zu 125 mg Leber die 
Entfarbungszeit nicht verkiirzt 

Besonders auffallend ist in allen Rattenleberversuchen die aube: 
ordentlich schnelle Zerstérung der Co-Zymase, eine Zerstérung, welch: 
sofort nach Tétung der Ratten und Herausnahme der Leber einsetzt! 
Wir kommen spater auf diese Erscheinung noch zuriick und sind be 
sonders damit beschaftigt, den Mechanismus zu studieren, durch welchen 
in der lehenden Leber die Co-Zymase vor einer Inaktivierung bewahrt 
wird, die sich nach dem Tode so auBerordentlich stark geltend machi 

Diese Inaktivierung der Co-Zymase ist eine der Ursachen, durc! 
welche z. B. im folgenden Versuch keine Entfdrbung mit dem frischen 
zentrifugierten Leberbrei eintrat. Erst nach Zugabe von Co-Zymase 
konnte die Entfarbung des Mb in einer Versuchszeit von etwa 30 Minute: 
erzielt werden. Als Beispiel geben wir den folgenden Versuch an, welchet 
unter verschiedenen Bedingungen mit ahnlichen Resultaten wiederholt 
wurde. 


5g Leber mit 20 ccm Dinatriumphosphat verrieben und zentrifugiert 
Monokaliumphosphat zugesetzt bis py 7.4. Gemischt wurden wie immer 
0,5 ccm Extrakt 0,25 com Wasser bzw. 10°, ige Mannoselésung — 0,5 cem 
Mb.-Lésung 1: 5000. Weder in Gegenwart noch in Abwesenheit von 
Mannose trat Entfarbung ein. Erst als in einem Parallelversuch jedes Roh 
mit 0,25 cem Co-Zymaselésung (Co 60) beschickt wurde, trat Enttarbuny 
ein, und zwar nun mit und ohne Mannose gleich schnell. 


Diese rasche enzymatische Zerstérung der Co-Zymase zeigt sich 
besonders auffallend in Versuchen, in welchen die Entfarbung des Mb 


anfangs rasch fortschritt und dann infolge des Verschwindens de 
Co-Zymase plétzlich zum Stillstand kam. Durch Zusatz von Co 


Zymase konnte dann die Dehydrierung wieder in Gang gebracht werden 
bis Mb vollstandig entfarbt war. 

Durch die Thunhberg-Versuche mit Leber ist gezeigt, da die in det 
Leber enthaltene Co-Zymase, welche Hexosen zu Hexonsauren dehydriert 
auBerordentlich schnell enzymatisch zerstért wird. Sie kann also bei det 
Dehydrierung der Mannose zu Ascorbinsaure in vitro nach Guha kaum 
eine Rolle spielen. Erfolgt tatsachlich eine enzymatische Dehydrierung 
Mannose — Ascorbinsaure in der Leber, so diirfte dieselbe also durch ein 


1 Weniger stark, aber immerhin bemerkenswert ist die Zerst6rung bzw 
Inaktivierung der Co-Zymase, welche durch Rinderleber und durch andere 
Organe eintritt und schon vor langerer Zeit beschrieben worden ist. (.V/ yr 
hack u. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem.) 
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Ursprung des C-Vitamins in Organen C-frei ernahrter Ratten $05 


vesonderes, von der Hexosendehyvdrase verschiedenes Enzymsystem ver- 
nittelt werden. 

Unsere negativen, S.401 u. 402 angegebenen Versuche widerlegen, wie 
vir betonen wollen, natiirlich noch nicht die Annahme, daB ein Ubergang 
Hexose— Asecorbinsaure und besonders Mannose— Ascorbinsaure in 
Organen von Ratten und von anderen von der C-Vitaminzufuhr per os 
imabhangigen Tieren stattfindet. Mannose als Ausgangsmaterial det 
hiologischen Ascorbinsaurebildung wird auch nahegelegt durch die Ver 
suche von Ray', bei welchen keimende Erbsen, wenn sie in Mannose 
6sungen lagen. besonders viel Ascorbinsaure bildeten. Wir lassen es 
noch unentschieden, ob Leber bzw. Gehirn zu den Organen gehoéren, in 
welchen bei der Ratte ein solcher Ubergang statthat und méchten also 
nur betonen, dab noch ausfiihrlichere Angaben iiber Versuchsbedingungen 
notwendig sind, um die Ergebnisse von Guha und Ghosh reproduzieren zu 
kénnen. Wir médchten aber auch in Erwagung ziehen, ob nicht die 
Bildung von Ascorbinsaéure im Rattenversuch vorzugsweise in anderen 


Organen als Leber und Gehirn eintritt. Nach den Versuchen von Hard: 


ind Wolff? sowie von F.G. H. Hopkins*® ware der Diinndarm der Ratte 


dasjenige Organ, in welchem die Vitamin-C-Synthese vor sich geht. 
Zur weiteren Untersuchung dieser Fragen haben jedenfalls die Ver- 


suche von Guha und Ghosh einen interessanten Ausgangspunkt gegeben. 


! Ray, Biochem. J. 28, 996, 1934. Uber die Bildung von Ascorbinsaure 


in ptlanzlichen Geweben siehe auch Strohecker, Zeitschr. f. Unters. d. Leben- 
mittel 70, 76, 1935. Durch Enzyme aus Friichten gelang die Umwandlung 
von Hexosen in Vitamin C nicht. Dagegen konnten Guha und Ghosh (Nature 
135, 234, 1935) aus der keimenden Mungbohne ein Fermentsystem extra 
hieren, welches Mannose bei px 5,8 in Ascorbinséure verwandelt. 

* Harde vu. Wolff, C. r. Soe. Biol. 116, 288, 1934 F.G. H. Hopkins, 
Chem. a. Ind. 58, 874, 1934 

















Uber die Umwandlung von Fett in Zucker. 


Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster.) 


(Eingegangen am 20, Oktober 1935.) 


Kins der umstrittensten Probleme der Physiologie und Pathologie 


des Stoffwechsels ist die Frage nach der Umwandlung von Fett in Zucker 
Auf das iiber diesen Gegenstand vorliegende recht umfangreiche Schrift- 
tum naher einzugehen, eriibrigt sich, weil in den groB angelegten Mono- 
graphien von Geelmuyden' und in Thannhausers Lehrbuch der Stoff- 
wechselerkrankungen? alle Befunde eingehend behandelt werden, die 
fiir oder gegen die Bildung von Zucker aus Fett sprechen. 
Geelmuyden schreibt u. a.: ,,Die beim Pankreasdiabetes und beim 
Diabetes mellitus sich einstellende negative Kohlenhydratbilanz kann keine 
andere Ursache haben, als da8 Zucker aus Fett oder Eiwei neu gebildet 
wird. Das Sehwinden der negativen Bilanz auf diatetische Behandlung 
mu dadurch erklart werden, daB Kohlenhydrat und EiweiBzufuhr beim 
Diabetiker beschleunigend auf die Neubildung von Zucker wirkt.”... 
Die ,,Kohlenhydratiiberschiisse bei hohen D: N-Quotienten lassen sich 
nicht aus Kohlenhydratreserven erklaren, sondern nur aus einer Umwandlung 
von Fett in Kohlenhydrat**. Thannhauser (S. 280) hingegen meint: ,,Eines 
aber steht fest, daB bisher der Beweis fehlt, da8 im intermediaren Stoff- 
wechsel von den Viererketten ein Weg zum Zucker fiihrt.** Lusk? bezeichnet 
sogar die Zuckerbildung aus Fett als einen wissenschaftlichen Aberglauben. 
Die Frage der Umwandlung von Fett in Zucker wurde in 
allen Fallen in Fiitterungsversuchen am lebenden Tier, die durch 
geeignete Vorbehandlung méglichst kohlenhydratfrei gemacht wurden, 
untersucht. Dabei lieB sich nicht einwandfrei entscheiden, ob die Mehr- 
ausscheidung von Zucker nach Fettzufuhr auch wirklich vom auf- 
genommenen Fett herriihrt. Cort und Cori*4, die die Verteilung der 
Kohlenhydrate auf die einzelnen Organe in derartigen Versuchen an 
{atten genau untersuchten, konnten nicht mit Sicherheit eine Um- 
wandlung von Fett in Kohlenhydrat nachweisen. Das Problem der Um- 
wandlung von Fett in Zucker laBt sich meines Erachtens am Gesamttiet 
nicht lésen. Viel geeigneter hierzu sind Untersuchungen an iiberlebenden 
Organen. Wie an anderer Stelle® gezeigt worden ist, gibt die unter 
anaeroben Bedingungen untersuchte Milchsdurebildung tiberlebender 


' Geelmuyden, Ergebn. d. Physiol. 21, 1, 1923; 22, 51, 1923. 2 Thann- 
hauser, Lehrbuch des Stoffwechsels und der Stoffwechselerkrankungen. 
Miinchen, Bergmann, 1929. 3 Lusk, zit. n. Geelmuyden. § Cori u. Cori, 


diese Zeitschr. 206, 39, 1929. 5 Haarmann, ebenda 255, 103, 1932. 
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Uber die Umwandlung von Fett in Zucker. 407 


Organe weitgehend Einblicke in das intermediare Geschehen des Kohlen- 
hydratstoffwechsels. Die Milchsdure kann mit Sicherheit auf dem Wege 
der Resynthese in Kohlenhydrat iiberfiihrt werden. Gelingt also der 
Nachweis, daB Fettsauren und aus den Fettsauren entstehende Sauren 
mit vier Kohlenstoffatomen in Milchsaéure iibergehen kénnen, so ist der 
Ubergang von Fett in Kohlenhydrat bewiesen. Dieser Frage gelten die 


folgenden Untersuchungen. 


Versuchsanordnung. 


Die allgemeine Versuchanordnung ist in friiheren Arbeiten von 
Haarmann' eingehend beschrieben. Die Versuche wurden in evakuierten 
GefaBen angestellt, die fiir die Dauer des Versuchs (3 Stunden) in das 
Wasser eines Thermostaten von 37° kamen. Die Konzentration der 
zugesetzten Sauren (als Natriumsalze) betrug, wenn nichts besonders 
vermerkt ist, m/50. Die verwendete Butterséiure war Buttersdure, 
reinst, Merck. Die p-Oxybuttersaure war die inaktive Form, die nach 


folgendem Verfahren hergestellt wurde: 


Herstellung von |}-oxybuttersaurem Natriwm. 


100 g Crotonséure, die uns von der I. G. Farbenindustrie A.-G. zur 
Verfiigung gestellt wurden, werden mit 500 cem 10° >iger Schwefelsaure in 
einer Bierflasche in ein Wasserbad gebracht und auf Siedetemperatur 
erhitzt. Der VerschluB der Flasche wird sodann verschlossen und die 
Flasche 4 Tage im siedenden Wasserbad gehalten. Hierbei erfolgt unter 
Wasseranlagerung eine Umwandlung der Crotonsaure in /-Oxybuttersaure. 
Der Gehalt an ungesattigter Saure sinkt auf etwa ein Viertel. Die durch 
Zersetzungsprodukte braungefirbte Lésung wird mit Tierkohle entfarbt 
und mit 33 °,iger NaOH versetzt, bis Kongoreaktion gerade noch nachweis 
bar ist. Darauf wird die Lésung im Vakuum bei héherer Temperatur ein- 
yedampft, bis Abscheidung von Na, SO, beginnt. Sodann wird die Lésung 
mit NaOH gegen Phenolphthalein neutralisiert und durch Zusatz det 
doppelten Menge 96 °jigen Alkohols das durch Neutralisation der Schwefel 
siure mit Natronlauge gebildete Na,SO, niedergeschlagen. Das Na, SO, 
wird auf einer Nutsche scharf abgesaugt und das Filtrat in einer Porzellan 
schale auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. Die weitere Reinigung 
des /-oxybuttersauren Natriums erfolgte nach der Vorschrift von Meyer- 
hof*. Der Riickstand wird bei 110 bis 120° im Trockenschrank getrocknet, 
mit heiBem 96°%igem Alkohol extrahiert, das Filtrat eingeengt und das 
sich beim Erkalten ausscheidende /-oxybuttersaure Natrium dreimal aus 
Alkohol umkristallisiert. Das so gewonnene /-oxybuttersaure Natrium 
ist frei von ungesattigten Verbindungen (Crotonsaure) und chemisch rein, 
wie die Priifung auf /-Oxybutterséure nach van Slyke ergab. Sie gibt, wie 
die Butterséure bei der Oxydation mit KMnO,—H,S0O, keine fliichtigen 
bisulfitbindenden Substanzen, stért also die Bestimmung der Milchsaure 
nicht, gleichfalls nicht die Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate. 


1 Haarmann, diese Zeitschr. 255, 103, 142, 1932. > Meyerhof, ebenda 
162, 69, 1925. 














{O8 W. Haarmann: 


Versuchsergebnisse. 


In den in Tabelle | zusammengefaBten Versuchen wurde zunachst 
untersucht, ob ein Zusatz von Buttersaure bzw. §-Oxybuttersdure zu 
einer Vermehrung der Milchsiurebildung gegeniiber der Kontrolle ohne 
Zusatz dieser Saure fiihrt. In friiheren Versuchen von Haarmann' hatte 
sich ergeben, das’ Monobromessigsdure (1: 500) als Natriumsalz die 
Milchsaurebildung aus Kohlenhydrat vollkommen unterdriickt, nicht 
aber die Milchsaurebildung aus den tieferen Abbauprodukten der Kohlen 
hvdrate wie z. B. Methylglvoxal und Brenztraubensaure, ferner nicht die 
Milchséurebildung aus einigen organischen Saéuren, z. B. Fumarsaure, 
Apfelsiure und Glycerinphosphorsiure. Dariiber hinaus lieB sich ein 
anaerobes Verschwinden der Milchsaure in Gegenwart von Monobrom- 
acetat nachweisen. Da mit der Méglichkeit zu rechnen war, daB auch 
die Butterséure und /-Oxybuttersaure sich ahnlich verhalten kénnten, 
wurde auch die Milchséurebildung in Gegenwart von Monobromacetat 
gepriift. Durch Monobromacetat wird die Kohlenhydratabnahme im 


Tabelle I. Milchsaure: mg-%%. 











Ohne Monobromacetat Mit Monobromacetat 
Nr. || Direkt cons. | Sida. ieee enn. | Butter. | POY Organ Versuchstier 
trotle ‘sture utter- rotte ‘shure butter 
1 482 500 716 774 317 535 582 
2. 544 580 622 764 410 486 630 
8 726 856 906 965 571 640 605 
4 590 890 996 1104 670 644 645 
5 | 670 934 934 1080 600 804 916 
6 | 475 756 713 776 546 ~=608 658 Kaninchen 
7 | 544 830 766 940 594 555 620 Skelett 
8 | 594 820 706 -- 560 614 858 alah k ’ 
9| 4385 415 | 476 580 369 350 513 en 
10 | 490 756 780 764 381 508 672 
11 564 702 640 684 531 540 543 
12 || 294 420 525 500 197 181 438 
13 || 256 575 | 530 720 214 | 227 428 Send 
14 | 342 630| 683 732 346 360 378 -_— 
15 || 394 908 | 934 1058 822 | 352 482 
16, 421 685 | 685 720 «©6310 , 324 519 | ~Herz- Schwein 
17 | 180 312 | 450 597 160 176 362 | muskel Hund 
{8 160 348 531 420 144 138 177 Hund 
19 197 234 223 615 165 162 530 
20 57 117 135 372 51 57 141 alee | 


21/171 259! 308 £381 128 189 #184 Kaninchen 
22 171 284 258 249 99 158 284 | 

23 | 160 212) 262 | 277 166 184 | 211 

4) 141 168 182 | 294 87 87 || 277 |) a. ae 
5 | 216 | 228| 280 | 362 | 188’ 98 | 245 iy RO _ 


' Haarmann, diese Zeitschr. 256, 326, 1932. 
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Uber die Umwandlung von Fett in Zucker. 409 


Skelettmuskel und Herzmuskel fast vollkommen, in der Leber voll- 
kommen unterdriickt. Eine eventuelle Mehrbildung an Milchsaure in det 
Leber durch Butterséure und p-Oxybuttersaure kann dann nicht auf die 
Kohlenhydratreserven des Gewebes bezogen werden. 

Die Versuche wurden an Skelettmuskel, Herzmuskel, Leber und 
Hirn von Kaninchen und Hunden angestellt. Aus ihnen geht hervor, daB 
Buttersiure und p-Oxybuttersdure in den meisten Fallen zu einer ver- 
mehrten Milchsaurebildung sowohl ohne wie mit Zusatz von Monobrom- 
acetat fiihren. Die durchschnittlichen Steigerungen der Milchsaure- 
bildung betragen im Skelettmuskel ohne Monobromacetat durch Butter- 
siure 24 mg-°,, durch 6-Oxybuttersaure 129 mg-°,, mit Monobromacetat 
38 bzw. 160 mg-°, in der Leber durch Butterséure 52 mg-°,, durch 
B-Oxybuttersaiure 143 mg-°,, mit Monobromacetat dutch Buttersaure 13, 
durch $-Oxybuttersaure 121 mg-°,. Die Streuungen in den einzelnen 
Versuchen sind sehr erheblich. In einer Reihe von Versuchen hat die 
Buttersdure nicht nur zu keiner Vermehrung der Milchsaurebildung 
gefiihrt, sondern dariiber hinaus die Milchsaiurebildung gehemmt. Die 
Milchsaurenachbildung in Gegenwart von /-Oxybuttersaure ist stets viel 
héher als durch Butterséure, was auch weiter nicht auffallig ist, da die 
}-Oxybuttersdure eine tiefere Abbaustufe der Buttersaure ist. Auch 
Herzmuskel und Hirn bilden in Anwesenheit der Sauren mehr Milchsaure 
nach als in Abwesenheit dieser Stoffe. Besonders bemerkenswert ist 
dieses Verhalten bei Hirngewebe, das nach den Untersuchungen von 
Holmes und Gerard! sehr arm an Kohlenhydrat ist. Der Gesamtkohlen- 
hydratgehalt betragt nach den Untersuchungen dieser Autoren nur etwa 
100 mg-°%%. Auch bei Digestion in Stickstoff verschwinden die Kohlen- 
hydrate selbst unter giinstigsten Bedingungen nicht vollkommen; ein 
test von 60 mg-°, bleibt durchschnittlich bestehen. Die Kohlenhydrat- 
abnahme macht durchschnittlich 40 mg-°,, nie mehr als 60 mg-°%, aus. 
Da in unseren Versuchen durch f-Oxybuttersaure aber durchschnittlich 
148 mg-°, Milchsiure mehr gebildet wurden, als im direkten Versuch 
vorhanden waren, so kann diese Mehrbildung an Milchsaéure nur zum 
Teil auf die im Hirn vorhandenen Kohlenhydrate bezogen werden. 
Das wiirde aber bedeuten, daB die Milchsaure zum gréBten Teil aus der 
zugesetzten f-Oxybuttersiure stammen miibte. Damit ware die Um- 
wandlung von Fett in Zucker bewiesen. Das gleiche wiirde fiir die Leber- 
versuche mit Monobromacetat gelten, da hier die Kohlenhydrate nicht 
abnehmen, und mit einer gewissen Einschrankung auch fiir die Skelett- 
muskelversuche. Der endgiiltige Beweis soll in spater zu beschreibenden 
Versuchen erbracht werden, in denen neben der Milchsaiurezunahme 
auch die Kohlenhydratabnahme bestimmt wurde. 


' Holmes u. Gerard, Biochem. J. 23, 738, 1929. 














410 W. Haarmann: 


Tabelle I]. Milchsaure: mg-°®,. 








x mol. Saurekonzentration Ver- 
Nr. Versuchsanordnung 2 Organ suchs- 
a 0,0 {4/490} 2200! "100. "50 ) Yes tier 
{ Buttersture . .. 160 3848 360) 717 675 531 486 
8-Oxybuttersiure . 160 348 343) 510, 515 420 357 
Monobromessigsiure oie’ | Miia 
+ Buttersiure . 160 144 144 129 135 1388 144 (¢ “°V°F = SUK 
+ 8-Oxybutter- 
saure ... . || 160 | 144 159) 174) 177 222) 249 
2 Buttersaure . . | 670 934 885) 837) 894 934 930 
8-Oxybuttersaure 670 934 980 1006 1032 1080 1144 
Monobromessigsaure — Kanin- 
+ Buttersiure . | 670 600 580 594 562 804 673 (7 "8S® chen 
+ 8-Oxybutter- 
Y siure . .. . 670 600 724 742 780 916 935 
3 Buttersiure. . . . 394 908 900) 904 900 934 1044 
8-Oxybuttersiure . | 394 908 950, 860 8751058 998 
Monobromessigsaure 
4 Buttersiiure . | 394 322 368| 415 360 352) 396 ( Muskel Hund 
+-Oxybutter- 
siure . .. . 394 322 362) 418 466 482 554 
4 Buttersiure. . . 334 1004 1082 945 990 1179 1080 
8-Oxybuttersiure . 334 1004 11651104 1070 1085 1030 
Monobromessigsiure 
+ Buttersiure . 334 | 327 356' 360 360 327 310 ( Muskel Hund 
+ 8-Oxybutter- 
siure . . .. 8334) 327 342 367 415 447 523 


Die Konzentration der Buttersiure und /-Oxybuttersaure in den 
Versuchen betrug m/50. Die folgenden in Tabelle I] wiedergegebenen 


Versuche gelten der Frage, inwieweit die Milchsaurenachbildung von der 


Konzentration der Buttersiure bzw. p-Oxybuttersiure abhangig ist. 
Zugesetzt wurden die Sauren in den Konzentrationen m/400 bis m/25. 
Wie aus der Tabelle IT hervorgeht, betragt die optimale Konzentration 
fiir die Mehrbildung an Milchsaure in der Leber fiir die Buttersaure und 
B-Oxybuttersiure m/200 bis m/100. Mit Erhéhung der Konzentration 
geht die Milchsaurebildung wieder zuriick. In den Monobromacetat- 
versuchen ist die Buttersaéure ohne EinfluB, die p-Oxybuttersaure fiihrt 
dagegen zu einer mit der Konzentration ansteigenden Mehrbildung an 
Milchsaure. Durch Monobromacetatzusatz ist in diesem Falle die Um- 
wandlung der Buttersaure in Milchsaiure gestért worden. In den Skelett- 
muskelversuchen beobachten wir besonders bei mittleren Saurekonzen- 
trationen ohne Monobromacetat in Versuch 2 und 4 eine Hemmung 
der Milchsaurebildung durch Butterséure und in Versuch 3 durch 
3-Oxybuttersaure. Ein ahnliches Verhalten beobachtete auch Haar- 
mann’ beim Zusammenwirken von verschiedenen Kohlenhydraten aut 


Haarmaimn, diese Zeitsechr. 255, 138, 1932. 
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Uber die Umwandlung von Fett in Zucker. 41] 


lie Milchsaurebildung im Gewebe. In den Monobromacetatversuchen 
iegt das Maximum an Mehrbildung der Milchsaure nicht einheitlich bei 
lerselben Konzentration der Fettsauren, in Versuch 2 bei m 50 Butter- 
dure, in Versuch 3 und 4 bei m/200. Die /-Oxybuttersiureversuche 
entsprechen ganz den Leberversuchen: Zunehmen der Milchsaure- 
bildung mit ansteigender Konzentration der /-Oxybuttersaure. 

Die folgenden Versuche schlieBen sich an die Feststellungen von 


Haarmann und Stratmann! 


an, die gezeigt haben, da die Milchsaure- 
bildung weitgehend von der Glucosekonzentration im Versuchsansatz 
abhangig ist. Nach ihnen wirkt ein Glucosegehalt von etwa der normalen 
Blutzuckerkonzentration von 0,1°%, maximal steigernd auf die Milch- 
siurebildung im Skelettmuskel vom Kaninchen ein. Beim Herzmuskel., 
der Niere und Hirn dagegen liegt das Optimum der Milchsaiuremehr- 
bildung bei h6heren Glucosekonzentrationen. Durch Zusatz von anderen 
Kohlenhydraten, z. B. Glykogen oder Hexosediphosphat, wird die 
Milchsaurebildung aus diesen Kohlenhydraten durch die Glucose stark 
verandert, der Abbau des Glykogens selbst z. B. durch ansteigende 
Glucosekonzentrationen zunehmend verschlechtert. Dieser Befund mul 
natirlich besondere Bedeutung fiir den Diabetikerorganismus gewinnen. 
Wenn die Milchséurebildung aus den Ketonkérpern in gleicher Weise 
von der vorhandenen Glucosekonzentration abhangig ist, so kénnten 
im Diabetikerorganismus, also bei Hyperglykamie, die Bedingungen fiir 
den Abbau wesentlich verandert sein. Es war daher notwendig, die 
Milchséurebildung aus Butterséiure und f-Oxybuttersaure in Gegen- 
wart von verschiedenen Glucosekonzentrationen zu untersuchen 
(Tabelle IIT). 

Es wurde am gleichen Material zunachst die Wirkung der Glucose 
allein in Konzentrationen von 0,05 bis 0,5°, untersucht, sodann nach 
Zusatz von buttersaurem bzw. f-oxybuttersaurem Natrium. Ein Teil 
dieser von uns hier gemeinsam angestellten Versuche mit Buttersaure- 
zusatz wurde von meinem friiheren Mitarbeiter Stratmann? aus der 
vierten medizinischen Universitatsklinik Berlin veréffentlicht. Die er 
zielten Ergebnisse sind nicht einheitlich. Fiir die Glucose allein treten 
die héchsten Milchsaurewerte bei einer Glucosekonzentration von 
01° auf. Durch Zusatz von Buttersaiure andert sich das Bild in einer 
teihe von Versuchen vollkommen. Das gilt besonders fiir die Versuche 
| bis 3. Bei niedrigen Glucosekonzentrationen unterdriickt Buttersaure 
die Mehrbildung an Milchsaure durch Glucose allein, bei hGheren Glucose- 
konzentrationen dagegen, maximal bei 0,4°,, wird durch Buttersaure 
die Milchséurebildung stark angeregt. Ob die erhéhten Milchsaure 
werte auf die Glucose oder die Buttersaure zu beziehen sind, laBt sich 
natiirlich aus diesen Versuchen nicht entscheiden. In den iibrigen Ver- 

' Haarmann u. Stratmann, diese Zeitschr. 256, 361, 1932. > Strat- 
mann, Medizin. Welt 19384, Nr. 9. 
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Tabelle Il. Skelettmuskel. 
Versuche | bis 10: Kaninchen, Versuche 11 und 12: Hund; mg-°, Milehsaur 





Glucosekonzentration in 


1 
NI Zusatz © 
= 0.0 0.05 01 0,2 03 0.4 0.5 
l | Obpe Zosett ~ os. 564. 702 921'1089 864 780 714 669 
m/50 buttersauresNa .. 564, 640 669 > 726 759 885 1104 724 
m/50 8-oxybuttersaures Na 564 684 762 679 630 660 645 69 
2 Ohne Zusatz ... . 615) 6385; — (10380 845 778, 719 65¢ 
m 50 buttersaures Na 615 666 - 651 690 860 1260 94: 
m/50 3-oxybuttersaures Na 615 713 — 720 760 763 754 756 
3 Obne Zusatz ... . . 726) 856; 945: 975 846 844 844 825 


m/50 buttersaures Na .. 726) 906 885 831 752 914 1060. 749 


m/50 p-oxybuttersaures Na 726 965 985 1014 955 900 904, S75 


4 | Ohne Zusatz ..... 544; 830’ 880; 880: 859 795, 795. 80 
m/50 buttersauresNa .. 544 766 795) 906 892 732 720° 821 
m/50 S-oxybuttersaures Na 544 940 917 > 865 885 895 875 795 

5 || Obne Zusatz ..... .| 725i 920) - 1248 1200 960 952 940 
m/50 buttersaures Na 725 955 - 1082 1110 992 1002 912 

6 Ohne Zusatz . « «| 400) 766 891 840 775: 802 Té6 
m50 buttersauresNa .. 700, 735 — 776; 812; 790) 792: 785 

7 Ohne Zusatz ...... 590) 931 — |'1174 1044 1018) 975 952 
m/50 buttersauresNa . . 590) 960 — 940 850 920 955 1070 

8 | Ohne Zusatz ......)| 446] 775) - 762. 785 845; 790 755 
m/50 buttersaures Na .; 446) 900' — 920: 955 910, 854 65 

9 | Ohne Zusatz ....../| 664) 670' — 860, 800 7385 735 742 
m/50 buttersaures Na . . 664 754 - 712. 686 725 756 676 

10 Ohne Zusatz .....| 812) 806; — 972, 964 972 880 910 
m/50 buttersaures Na . 812) 895 — 950 930 870' 810 790 
11 || Ohne Zusatz . . ... =.| 256)] 575 880 835 760 720 730 
m/50 buttersaures Na . . > 256 580 623 608 666 655 804 
12 | Ohne Zusatz ..... .| 842) 680: 672!) 698; 615; 621; 621 615 
m/50 buttersaures Na 342) 683 612 550. 680 635 564 558 


m/50 3-oxybuttersaures Na 342, 742) 677 745 755 740 704 706 
suchen liegen die Verhaltnisse wieder anders. Irgendwelche Gesetz 
maRigkeiten bestehen nicht, so daB es sich eriibrigt, die Versuche ein- 
gehend zu besprechen. Noch weniger ausgepragt sind die Veranderungen 
durch p-Oxybuttersaure, die aber in der gleichen Richtung gehen wie bei 
der Butterséure. Ein sicherer EinfluB der Hyperglykamie lieBe sich nur 
am Diabetikerorganismus unter genauer Feststellung der Kohlenhydrat 
bilanz priifen. 

In den bisher beschriebenen Versuchen war nur die Milchsaure 
bildung untersucht worden. Es blieb dabei die Frage offen, ob die im 
Skelettmuskel bei Gegenwart der Fettsiuren mehrgebildete Milchsaure 
aus den Kohlenhydratreserven des Muskels stammen kénne, indem die 
Sauren einen Reiz auf die Milchsiurebildung aus Kohlenhydrat aus 
iubten, oder ob die Mehrbildung der Milchséure auf die Fettsauren zu 
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beziehen sei. Um diese Frage zu klaren, war es notwendig, neben det 
Milchsaurezinahme auch die Kohlenhydratabnahme zu bestimmen. In 
len Tabellen TV und V sind die Versuchsergebnisse iibersichtlich zu 
sammengestellt. Die Konzentration der zugesetzten Glucose in den 
(:lucoseversuchen betrug 0,2°,, desgleichen die des Glykogens in den 
Glykogenversuchen. In den Versuchen der Tabelle VI wurde auch die 
(ilucosekonzentration verandert. 

Zunachst sollen die Ergebnisse der Milchsdure-Kohlenhydrat 
bilanzversuche besprochen werden, in denen nur die Abnahme der im 
(Giewebe praformierten Kohlenhydrate zur Untersuchung kamen. In 
Tabelle VII sind die Versuchsergebnisse — MilchsAurebildung und Zucker 
ibnahme —, wie sie sich aus den Tabellen IV bis VI ergeben, tbe 
sichtlich gegeniibergestellt. Die Versuche der Tabelle IV. besonders 
Versuch | und 2, mit p-Oxybuttersiure zeigen eindeutig, daB die 
Milchsaurebildung in Gegenwart dieser Sauren nur zum Teil auf die Kohlen- 
hvdratreserven des Muskels entfallen kann. In Versuch 1 sind 220 mg-°,, 
Milchsaure gebildet worden, die Kohlenhydrate sind dabei konstant ge- 
blieben. Die Milchsaure muBalso ausder S-Oxybuttersiure stammen. Auch 


Tabelle IVa. Muskel, Kaninchen. 





Gesamt-Kohlenhydrate 








Milehsiure in mg- mg-' Hexose 
Nr. Zusiitze : 2-Ox\ : Crew. 
direkt Kon- Batter- butter- direkt Kon- Butter- butter 
trolle siure he trolle saure 
siure siure 
1 Ohne Zusatz. . 544 580 (22 764 342 320 335 345 
Glucose... . 544 652 602 800 1284 1170 | 1080) 1120 
2 Ohne Zusatz. . 590 890 996 1104 780 390 421 $78 
Glucose. . . ./| 590 995 892 942 1760 | 1330 9 1460 1420 
Glykogen . . . 590 1250 1540 1309 1600) 695 650 = 622 
5 Ohne Zusatz. . 618 635 696 713 392 376 376 323 
Glucose. . . . 618 690 645 760 1390 | 1288 1184 1220 
Glykogen . . . 618 1200 1156 1258 1410 553 56S 741 
Tabelle IVb. 
Milehs&urezunahme Kohlenhydratabnahinie 
In mg- In ng- 
Nr. Zusiitze , “a. 
Kon Butter Pros Kon Butter aa 
trolle  siure pie trolle siiure meted 
siiure sure 
1 Ohne Zusatz .. . a 36 78 220 22 7 3 
Cee a a? 4 Abe ey 108 58 254 114 204 164 
2 Ohne Zusatz .. . aod 300 406 514 390 359 302 
(ilueose .. a : 315 302 352 430 300 340 
Glykowen ........ 660 950 710 905 950 478 
3 Ohne Zusatz 17 78 95 16 16 69 
Gluecose ate ry roe 72 27 142 102 206 170 
Glykogen. . . Pais 582 538 540 S57 842 664 
Biochemische Zeitschrift Band 282. 97 
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Tabelle VII. 





Milchsdurenachbildung Kohlenhydratabnahme 


in mg-°® in mg-® Var 
elle versue Org suchs 
7 ei tas Kon- Bnutter- F Uxy- Kon- Butter- 3-Oxy- — “hee 
trolle s&ure butter- trolle s&ure butter 
saure saure 
1 IV 1 36 78 | 220 1-92 7 i298 l aes 
2 1\ 2 300 406 514 390 359 302 'Muske) “22!” 
} IV 3 17 78 95 16 16 69 | chen 
\ 3 92 252 281 160 a. ee 
5 \ 4 1744 818 | — (178 | 206°  — jf ™** |S Bona 
6 \ 5 399 409 — | 845 250 - 
fj VI 2 6 90 26 31 —_ ) Keni 
S VI 3 6 83 20 D4 ; Aanir 
9 \ 821 64 | — | 119) 147 OO: Tia 
10 \ 2 84 349 ; 309 356 ——"| Wale 
11 \ 6 195 178 —— | 998} 209 = ) Kanir 
12 VI 1 341 370 559 564 . = 
13 VI 4 195 230 502 »=401 ais | chen 





in Versuch 2 ist ein UberschuB von 212 mg-°, Milchsaure vorhanden, de: 
nicht durch Kohlenhydrate gedeckt ist. Fir die Buttersaéure sind dir 
Unterschiede geringer, aber trotzdem deutlich. In den Versuchen 8 bis 5 
der Tabelle V kénnen 92 bzw. 87 bzw. 159 mg-°®, Milechsaure nicht aus 
Kohlenhydrat entstanden sein. In den Versuchen der Tabelle VI ist de: 
MilchsaureiiberschuB nur gering, in Versuch 2 und 3 59 mg-°®,. In alle: 
iibrigen Versuchen kénnte rein rechnerisch die nachgebildete Milchsaure 
aus den Kohlenhydraten des Muskels stammen. Das wird immer dann 
der Fall sein, wenn die Milchséurenachbildung auch ohne Fettsauren 
erheblich ist, die Kohlenhydratreserven des Muskels also groB sind. Aus 
den Bilanzversuchen geht hervor, da Buttersaure und /-Oxybutter 

saure in Milchséure tibergegangen sein miissen. 

Die bisherigen Zahlen wurden ohne Zusatz von Kohlenhydrat 
gewonnen. Die weiteren Versuchsergebnisse, die in den Tabellen IV bis V1 
niedergelegt sind, geben ein Bild von der Beeinflussung des Abbaus vor 
zugesetzten Kohlenhydraten durch die Fettsauren. Wie verhalt sich ai 
Kohlenhydratabnahme bei Glucosegegenwart / Es wurden 13 Versuch: 
ausgefiihrt, 11 mit Skelettmuskel vom Kaninchen, Hund und Katz 
und 2 Versuche mit Hunde-Herzmuskel. Bei einer Glucosekonzentratio! 
von 0,2°, haben von 11 Skelettmuskelversuchen bei Gegenwart vo: 
Buttersdure in 9 Versuchen die Gesamtkohlenhydrate erheblich starke 
abgenommen als ohne Buttersdéurezusatz. In drei Versuchen ist div 
Kohlenhydratabnahme mit und ohne Buttersaure gleich groB und nu 
in einem Versuch (Versuch 2, Tabelle IV) ist die Zuckerabnahme durc! 
Buttersaure geringer als ohne Buttersiure. In den Herzmuske! 
versuchen ist im ersten Falle die Kohlenhydratabnahme gleich, in 
zweiten Falle mit Buttersiure geringer. Aus dem Ausfall der Skelett 
muskelversuche darf gefolgert werden, daB die Buttersaure den Abba 
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ler Kohlenhydrate fordert. In welcher Weise die Buttersaure in den 
Zuckerabbau eingreift, ist dabei ungewil. Bei einem normalen Glucose 
sehalt von 0,1°, (Tabelle VI) ist in Versuch 3 und 4 der Zuckerabbau 
lurch Buttersiure eingeschrankt, in den beiden iibrigen Versuchen 
lagegen nicht. Wird die Glucosekonzentration erhéht, so ist besonders 
ei der Konzentration 0,5°,, Glucose die Zuckerabnahme mit Butter 
saure sehr viel gr6Ber als ohne Buttersaure. Wird der Quotient aus nach- 
vebildeter Milchsaure und Kohlenhydratabnahme gebildet. so wird er bei 
Gegenwart von Buttersaure meist erheblich kleiner, weil trotz vermehrten 
Kohlenhydratabbaus die Milchsaurebildung durch die Buttersaure bei 
(lucosegegenwart eingeschrankt wird. Auch der Glykogenabbau ist in 
Gegenwart von Buttersdure in drei von vier Fallen héher als ohne 
Buttersaure. 

Kine verstarkte Abnahme der Glucose in Gegenwart von Butter 
saure 1aBt sich auch durch Bestimmung der reduzierenden Substanzen 
nach EnteiweiBung mit ZnSO, — NaOH ohne Hydrolyse mit HCI wie 
bei Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate zeigen. In Tabelle VIII sind 
7 derartige Versuche wiedergegeben. Die Konzentration der Glucose 
betrug 0,2 °%,. In 5 Versuchen hat die Glucose in Gegenwart von Butter- 
saure stark abgenommen, in 2 Versuchen (4 und 7) dagegen nicht. In 
Versuch | betragt der Reduktionswert 1210 mg-°,, mit Buttersaure 
nur 761 mg-®%, in Versuch 2 1212 bzw. 978 mg-%,. Die Glucose ist 


Tabelle VIII. Glucosezusatz: 1000 mg-®,. 








Milchsiure in mg-°/, Hexose in mg-° fF 
Nr Zusitze 5 = : 5, x = $ z, g 4 
Pie) Shel ei et Bi Bice 
Siw; & S - an, @ = 
1 — 480 550 672) 1246 276 239 1210 296 
Buttersaure. . . . 480 632 610) 1224 276 114, 7b1 355 
2 _ 320 405 372 895 162 282'1212 313 
Buttersaure. . . . 320'389 378 754 162 174) 978 402 
5 — 480 626 626 1149 440 299 1290 524 
Buttersaure. . . . 480 623 640 1092 440 216 1120 531 
4 446 775 785 411 458 1439 ¥ S 
Buttersaure . . 446 900 955 411 580 1484 Cer: 
5 _ 432 636 560 900 317 455 1436 522 (2 
Buttersture. . . . 4382 540 512 1150 317 494 1266 494 ‘18 
3-Oxvbuttersaure . 432 649 620 890 317 376) 1396 1058 i 
6 475 756 661 1076 408 435 1376 4456 
Buttersiure. . . . 475;'713 749 1112 408 394 1192 415 
8-Oxvbuttersaure . 475 776 737 827 408 — | 1344 542 
7 _ 490 756 706 1080 146 362 1192 527 
Buttersaure . . . 490° 780 970 1056 146 396 1120 424 
8-Oxybuttersiure . 490 764 1104 965 146 368 1408 576 
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in Anwesenheit von Buttersaure also in erheblich gréBerem Umfang: 
verschwunden als ohne Buttersiure. Werden dieselben Versuche mit 
p-Oxybuttersaure angestellt, so ersieht man, daB die Glucoseabnahny 
erheblich geringer ist als bei Butterséiure. Die Hexosewerte nach) 
Glykogenzusatz, die infolge Anhaufung von reduzierenden sogenannten 
Zwischenkohlenhydraten héher sind als im Kontrollversuch ohn 
Glykogenzusatz, sind in den $-Oxybutterséureversuchen héher als in den 
Kontrollen, in den Butterséureversuchen bestehen keine Gesetz- 
mabigkeiten. 

In allen Fallen, wo viel Kohlenhydrat vorhanden ist, ist die Kohlen 
hydratabnahme gréBer als die Milchséurezunahme. Bei Zusatz von 
Fettsauren zu solchen Versuchen kann also der Anteil, den sie an der 
Milchsaurebildung haben, nicht in der gleichen Weise klargestellt werden 
wie in den oben erwahnten Versuchen ohne Kohlenhydratzusatz. Aber 
gerade aus diesem Grunde ist die Beeinflussung der Kohlenhydrat 
abnahme durch die Fettséiuren wesentlich. Es ist damit eine Wechsel- 
beziehung zwischen Fettsaéuregegenwart und Kohlenhydratstoffwechse! 
erwiesen, die fiir die Verhaltnisse im diabetischen Organismus von grober 
Bedeutung sein kann. Das beriihmte Wort von den Fetten, die im 
Feuer der Kohlenhydrate verbrennen, trifft offenbar nicht zi? denn 
gerade umgekehrt wird die Kohlenhydratabnahme vor allem bei Butter- 
sduregegenwart verstarkt. ‘te 

Mit dem Nachweis, daB f-Oxybuttersiure und \Buttersaure in 
Milchsaure iibergehen kénnen, ist jedenfalls der Beweis fiir die Kohlen- 
hydratbildung aus Fett erbracht. Ex ist nicht anzunehmen, daB etwa die 
bei Gegenwart von Fettséuren gebildete Milchsaéure, soweit sie nicht 
durch Kohlenhydratabnahme gedeckt ist, aus anderen Quellen stammen 
kénnte. Namentlich muB auf die Versuche mit Hirn und Leber hin- 
gewiesen werden, bei denen normalerweise die Milchsaéurebildung seln 
gering ist und auch keine anderen Milchsaurebildner bekannt sind und 
bei denen auf Zusatz von f-Oxybuttersaure eine erhebliche Milchsaure- 
bildung eintritt. 

Zusammenfassung. 

1. Der Zusatz von Butterséure und f-Oxybuttersaure fiihrt zu 
einer Vermehrung der Milchsaurebildung in iiberlebenden Organen, die 
nicht durch die Abnahme der Kohlenhydrate gedeckt ist. Es miissen 
daher die zugesetzten Sauren die Milchsdéurebildner sein. Da die Milch 
saure zu Kohlenhydrat resynthetisiert wird, ist damit die Umwandlung 
der Fette in Zucker erwiesen. 

2. Bei Glucosezusatz steigern die Buttersiure und in geringerem 
Umfang die $-Oxybutterséure den Abbau der Kohlenhydrate, setzen 
aber die Milchsdurebildung aus Kohlenhydrat meist herab, so daB sich 
der Quotient aus gebildeter Milchséure und Kohlenhydratabnahme 
verringert. 
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Vergleichende Untersuchungen 
iiber die Milchsiurebildung und die Kohlenhydratabnahme im 
Giewebe unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 
Von 
Walter Haarmann und Hans Brink. 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster (Westf.). 


(Kingegangen am 20, Oktober 1935.) 


Die Beziehung zwischen Milchsaurebildung und Kohlenhydrat- 
abnahme ist Gegenstand der Untersuchungen von Parnass und 
Wagner!, Meyerhof?, Hahn und Mitarbeiter? und Haarmann! gewesen. 
Bei Parnass und Wagner entsprechen die gebildeten Milchsiuremengen 
nur in einzelnen Fallen dem Kohlenhydratschwund. Andere Versuche 
zeigen starke Abweichungen. Nach Meyerhof nehmen unter anaeroben 
Bedingungen beim Froschmuskel die Kohlenhydrate in demselben Mabe 
ab, wie Milchsaure gebildet wird. Die Kohlenhydratabnahme ist nach 
Haarmann meist erheblich gréBer als die Milchséurezunahme, was 
besonders fiir Herzmuskel und Hirn zutrifft. Diese Beziehungen gelten 
fiir die Kohlenhydratabnahme und Milchsiurebildung unter anaeroben 
Bedingungen. 


Die Einwirkung von Sauerstoff auf die Kohlenhydratabnahme und 
Milchsaurebildung in der Rindsmuskulatur wurde von Hahn und Mit- 
arbeitern untersucht. Sie fanden, dafS bei Sauerstoffgegenwart der 
Milchsauregehalt des Muskels konstant bleibt. Das gleiche gilt auch fiu 
die Menge der Gesamtkohlenhydrate, die nur in einzelnen Fallen eine 
geringe Abnahme zeigt. Diese Angaben konnte Boyland ® (unter Meyer- 
hof) zum Teil bestatigen; die Gesamtkohlenhydrate wurden von ihm 
nicht bestimmt. In den meisten Fallen trat jedoch in der von ihm unter- 
suchten Muskulatur von Kaninchen und Rind eine nicht unerhebliche 
Nachbildung von Milchséure auf. 


Vor allem war es Warburg ®, der in seinen bekannten Untersuchungen 
iiber den Stoffwechsel der Tumoren zeigte, daB die von ihm sogenannte 
Pasteursche Reaktion keine allgemeine Giiltigkeit hat. Er stellte fest. 
daB es wohl gelingt, in ausgewachsenem Gewebe die Glykolvse durch die 
Atmung zu unterdriicken, schlechter in embryonalem Gewebe und kaum 


Parnass u. Wagner, diese Zeitschr. 61, 387, 1912. 2 Meyerhoi, 
Pfliigers Arch. 182, 284, 1920; Chemische Vorginge im Muskel, 8S. 116, 


Berlin, Jul. Springer, 1930. 3 Hahn, Fischbach u. Niemer, Zeitschr. f. Biol. 


91, 53, 1931. 1 W. Haarmann, diese Zeitschr. 255, 142, 1932. > Boyland, 
ebenda 247, 418, 1931. ® Warburg, ebenda 152, 309, 1924. 
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in Retina- und Tumorgewebe. Allerdings scheint. wie aus der Arbeit vor 
('rabtree! hervorgeht, der Stoffwechsel des Tumorgewebes abhangig zu 
sein von dem Substrat, auf dem dasselbe wachst. Sonst intraperitonea 
wachsende Tumoren zeigen bei subeutaner Verpflanzung eine Zunahme 
der Atmungsgr6Be. An dieser Stelle kénnen auch die Ergebnisse von 
Haarmann* an bestrahiten und unbestrahlten Tumoren  erwahnt 
werden. Er fand, daB das Milchsdurebildungsvermégen bei erfolgreich 
hestrahlten Tumoren erheblich nachlaBt. 

Es war der Zweck der vorliegenden Arbeit festzustellen, welche 
seziehung zwischen Milchsaurebildung und Kohlenhydratschwund_ bei 
vergleichenden Untersuchungen unter aeroben und anaeroben Be 
dingungen am gleichen Versuchsmaterial bestehen und inwieweit die 
verschiedenen Gewebe der sogenannten Pasteurschen Reaktion ge- 
horchen. Untersucht wurden: Herzmuskel von Rind und Hund, Skelett 
muskel von Rind, Hund und Kaninchen und Hirn von Rind und Hund 
und zwar in Glucosekonzentrationsreihen von 0,1 bis 0,5°,. 


Im Schrifttum findet man die widersprechendsten Angaben iiber den 
KinfluB der Glucose auf den Stoffwechsel. Aus den systematischen 
Untersuchungen von Haarmann® geht hervor, dab sowohl die Milchséure 
bildung, die Sauerstoffzehrung, die Dehydrierungsvorgange und det 
Kohlenhydratstoffwechsel in ganz bestimmter GesetzmaBigkeit ab- 
hangig sind von der Glucosekonzentration des Versuchsansatzes. Diese 
GesetzmaBigkeit ist verschieden je nach dem untersuchten Organ und 
nach der Tierart. 

Versuchsanordnung. 


Zu jedem Versuch wurden 3 bis 6g Gewebe, das entweder frisch vom 
Schlachthot bezogen wurde oder vom frisch getéteten Tier stammte, 
benutzt. Dasselbe wurde nach Befreiung von Fett, Fascien und Sehnen 
ewebe in der Fleischmaschine zerkleinert und gut durchgemischt. Aut 
g Gewebe kamen 2 ccm Phosphatpuffer m/7,5, po = 7,36 und je nach 
der Art der Versuche 2cem Fliissigkeit. In den Kontrollbestimmungen 
bestand diese aus destilliertem Wasser, in den Hauptversuchen aus 2 ccm 
Glucose von 0,25 bis 1,25°,, so daB die Glucosekonzentrationen in den 
Ansatzen von 0,1 bis 0,5°, betragt. Die Milchséure wurde titrimetrisch 
bestimmt nach der Methode von Friedemann, Cotonio und Shaffer nach 
vorheriger EnteiweiBung mit Sublimat-Salzsiure und Entfernung det 
Kohlenhydrate mittels der Kupfer-Kalkfallung. 


gi 
| 


Zur Gesamtkohlenhydratbestimmung wurde der Versuchsansatz in 
2,2 °oiger Salzsaure 3 Stunden im siedenden Wasserbad hydrolysiert, in einen 
200-cem-MeBkolben gespiilt, die Salzsiure mit Natronlauge gegen Phenol 


' Crabtree, Biochem. J. 23, 536—545, 1929, zit. n. Schmitz, Breslau 


(Ber. ii. d. ges. Physiol. 52, 556, 1932). 2 Haarmann, diese Zeitschr. 
280, 173, 19365. 3 Haarmann u. Stratmann, ebenda 256, 361, 1932: 


Dissertationen Miinster 1934 von Flechtner, Scholle. 
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hthalein neutralisiert und fiir je 6g Gewebe 9g Merkuriacetat in 50cem Wasse1 
velést hinzugefiigt. Nach Auffiillung auf 200 eem und guter Durchmischung 
jeiben die Kolben zur EnteiweiBung 2 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen. Dann saugt man den Niederschlag auf einer Porzellannutsche ab 
ind entfernt aus dem Filtrat das iiberschiissige Quecksilbersalz durch 
Zinkstaub. Zu diesem Zwecke setzt man reinen Zinkstaub zu, schiittelt 
gut durch und laBt iiber Nacht stehen. Da es darauf ankommt, samtliches 
Quecksilbersalz aus der Lésung zu entfernen, wird am nachsten Morgen 
nochmals Zinkstaub zugegeben, gut durchgeschiittelt und etwa 2 Stunden 
stehengelassen. Der Bodensatz von Zinkamalgam wird auf der Porzellan 
nutsche abgesaugt. Vom Filtrat werden 150 cem in einen 200-cem-Mel 
kolben gebracht und mit Natronlauge gegen Phenolphthalein bis zur Rot 
farbung versetzt, die man durch einige Tropfen Zinksulfatl6sung wieder zum 
Verschwinden bringt. Hierdurch erhalt man eine voluminése Fallung von 
Zinkhydroxyd, die noch die Reste der bei der Zuckerbestimmung stérenden 
Substanzen mitreiBt. Man fiillt wieder auf 200 cem auf, saugt ab und benutzt 
50 bis 100 cem des Filtrats, je nach Zuckergehalt. zur Zackerbestimmuny 
nach Bertrand. 

Fir die Versuche benutzten wir 60 cem fassende Weithalsflaschen. die 
fiir die Vakuumversuche nach Einfiillen von Gewebsbrei und entsprechenden 
Losungen evakuiert und 3 bis 4 Stunden im Thermostaten bei Zimmer 
temperatur stehengelassen wurden. Bei den Ansatzen unter aeroben Be 
dingungen wird zunachst evakuiert, dann reiner Sauerstoff zugelassen und 
3 bis 4 Stunden auf der NSchiittelmaschine bei Zimmertemperatur langsam 
geschiittelt. 

Versuchsergebnisse. 


Die Tabellen I bis II] enthalten die Milchsaurewerte in mg-°, auf 
das Gewebe berechnet, die sich bei der Untersuchung vom Herzmuskel 
des Rindes und des Hundes, Skelettmuskel von Rind, Hund und 
Kaninchen und Hirn vom Hund einerseits im Vakuum und andererseits 
unter aeroben Bedingungen ergeben. 

Hier zeigt sich zunidichst die schon friiher von Haarmann fest- 
gestellte Beziehung zwischen Milchsaurebildung und Glucosekonzen 
tration. Das Maximum der Milchsaurebildung unter anaeroben Be- 
dingungen liegt bei den einzelnen Organen bei verschieden hohen 
Konzentrationen, beim Skelettmuskel vom Kaninchen meist bei det 
physiologischen Konzentration von 0,1 °,: beim Rind laBt die Milchsaure 
bildung mit ansteigender Glucosekonzentration nach, derart, dal} mit 
Glucose weniger Milchsaure gebildet wird als im Kontrollversuch ohne 
Zusatz. Beim Herzmuskel liegt das Maximum der Milchsaurebildung bei 
héheren Glucosekonzentrationen, desgleichen beim Hirn. In allen 
Fallen ist die anaerobe Milchsaurenachbildung erheblich. 

Anders liegen die Verhaltnisse, wenn man den Milchsauregehalt det 
Gewebe bei Sauerstoffgegenwart untersucht. Dabei zeigt sich, dab die 
verschiedenen Organe sich nicht gleichsinnig verhalten. Im Herzmuskel 
von Hund und Rind unterdriickt Sauerstoff die Milchsaurebildung 


aus dem praformierten wie zugesetzten Kohlenhydrat vollkommen 

















422 W. Haarmann u. H. Brink: 
Tabelle 1. Herzmuskel. 
mg-®,, Milchsaure. 
Nr. By neal Direkt Gessashennentention in % Versuchs 
0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 0.5 
1 Vakuum 270 401 530 566 626 635 650 Hund 
Oy 270 241 225 205 241 209 209 = 
2 Vakuum 276 270 384 414 462 440 438 
Oy 276 222 216 204 228 234 246 
3 Vakuum 168 288 396 392 408 396 384 
Os 168 180 186 198 180 180 192 
4 Vakuum 194 378 534 531 543 540 573 
Os 194 261 273 228 210 225 249 : 
a) Vakuum 426 654 648 654 642 684 651 Rind 
Oo 426 408 420 408 441 432 435 
6 Vakuum 426 534 558 546 531 516 453 
Os 426 399 411 405 375 396 387 
7 Vakaum 363 462 477 552 564 558 555 
Og 363 378 408 381 375 387 387 
8 Vakuum , 413 456 538 558 5d5 588 575 
Os 413 418 454 532 512 512 508 
Tabelle Il. Skelettmuskel. 
mg-°, Milchsdure. 
mm ie seinlaseabdetticenenieianied in ° ° ——- 
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 ; 
1 Vakuum 760 1155 1125 1044 1056 1029 993 Rind 
0, 760 684 675 684 660 630 666 i 
2 Vakuum 456 882 879 873 858 843 840 Rind 
Os 456 531 546 471 456 456 453 . 
3 Vakuum 306 606 606 600 600 600 576 Hund 
Os 306 468 462 390 450 414 462 a 
4 Vakuum 675 | 1236 | 1826 1320 1242 | 1245 1256 —Kanin- 
Oy 675 | 1116 | 1194 1101 ; 1092 1131 | 1155 chen 
5 Vakuum 750 900 897 894 903 894 906 ~~ Wanin- 
Oz 750 840 900 891 894 876 822 chen 
6 Vakuum 615 885 882 915 903 915 849  Kanin- 
Or 615 789 819 795 759 729 726 chen 
7 Vakuum 561 936 975 945 933 y09 867  ~=Kanin- 
Os 561 818 867 810 762 750 710 chen 
8 Vakuum 432 795 750 663 654 654 648  Kanin- 
Og 432 589 540 536 531 543 501 chen 








Nr 


) 
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Tabelle III. Hirn. 


mg-°, Milchsaure. 





Glucosekonzentration in © \ 
: rsuchs- 
Nr Direkt ; tier ‘ 


0.0 0,1 0,2 0.3 0.4 05 


l Vakuum 227 246 360 456 630 462 456 Hund 
Oy 227 || 168 | 372 378 486 510 516 
2 Vakuum 173 187 282 288 316 354 295 
Oy 173 194 288 324 302 324 280 
3 Vakuum 174 198 432 520 540 588 558 
Og 174 144 436 528 504 582 516 
4 Vakuum 189 174 399 480 489 442 456 
Os 189 150 435 498 456 447 432 


Dariiber hinaus wird ein Teil der urspriingjich vorhandenen Milchsaure 
zum Verschwinden gebracht. In den acht von uns angestellten Versuchen 
trifft das in zwei Fallen (Versuch 1 und 2) zu. In vier Fallen (Versuch 3, 
5, 6 und 7) ist die Milchsaurebildung unter Sauerstoff praktisch gleich 
geblieben. In Versuch 4 ist im Kontrollversuch und bei Zusatz von 
0,1 °%, Glucose eine geringe Nachbildung erfolgt, die aber bei mittleren 
Glucosekonzentrationen unterdriickt wird. In Versuch 8 ist beim Rinder- 
herzen in dem Kontrollversuch keine Milchsaure nachgebildet worden, 
wohl aber nach Glucosezusatz. Zusammenfassend kann fiir den Herz- 
muskel gesagt werden, daB die Milchsaiurebildung im Sauerstoff aufhért. 

Vollkommen abweichend verhalt sich die Skelettmuskulatur vom 
Kaninchen und vom Hund. Wahrend die Skelettmuskulatur vom Rind 
bei Sauerstoffgegenwart keine Milchsaurenachbildung zeigt, wird im 
Kaninchen- und Hundemuskel die Milchsaurenachbildung nicht unter- 
driickt. Wohl ist die gefundene Menge der Milchsaure gegeniiber den 
Versuchen unter anaeroben Bedingungen eingeschrankt, trotzdem aber 
sehr erheblich. Die Milchséurenachbildung wird geringer durch Er- 
héhung der Glucosekonzentration. Dies Verhalten zeigt sich in Ver- 
such 5 bis 8, nicht aber in Versuch 4. Auch bei den Rindermuskel- 
versuchen zeigt sich dieselbe GesetzmaBigkeit. 

Ein neuer Stoffwechseltyp tritt uns beim Hirn entgegen. Zunachst 
einmal ist hier die Milchséurenachbildung ohne Zusatz auch unter an- 
aeroben Bedingungen praktisch gleich Null. In Sauerstoffgegenwart 
nimmt der Milchséuregehalt gew6hnlich sogar leicht ab. Das Bild andert 
sich, wenn gleichzeitig Glucose dem Gewebe zugesetzt wird. Sowohl mit 
als ohne Sauerstoff werden die gleichen Milchsauremengen aus Glucose 
nachgebildet. Sauerstoff wirkt also in keiner Weise auf die Milchsaure- 
bildung ein. Es ist dies ein Verhalten, wie es nach Warburg fiir die bés- 
artigen Tumoren zu fordern ware. Bei ihnen ist die Milchsiurebildung 
im Vergleich zu allen iibrigen Gewebsarten enorm gro}, wie auch die 
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Versuche von Haarmann! an menschlichen Tumoren bei verschiedene: 
(Glucosekonzentrationen zeigen. 
In den bisher beschriebenen Versuchen wurden die Ansa&tze nur aut " 
die Milchsauremengen mit und ohne Sauerstoff untersucht. Im folgenden 
wurde neben der Milchsaure auch die Abnahme der Kohlenhydrate be 
stimmt. Die Versuche wurden gleichfalls an Herz, Skelettmuskel und 
Hirn angestellt. Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen IV bis VII 
Tabelle IVa. Herzmuskel. 
Giwaons mg-°/9 Milchséure mg-°}9 Hexose 
konzen sae ae anes Ver 2 
M1 tration nach nach 3 Std nach nach 3 Std suchs 
cal 0 Btd Vakuum 0, oo. Vakuum Os - 
1 0,0 413 456 418 414 380 380 Rind 
0,1 413 538 454 861 730 432 mS 
0,2 413 558 532 1308 1116 805 8 3 
0,3 413 555 510 1755 1578 1172 } 
0,4 413 588 512 2202 2006 1348 
0,5 413 575 508 2649 2480 1840 
2 0,0 426, 534 399 828 458 338 
0,1 426 558 411 1244 828 710 ‘ 
0,2 426 546 405 1660 1224 1130 2 4 
0,3 426 531 375 2076 1614 1504 
0,4 426 516 396 2492 2100 2040 . 
0.5 426 453 387 2908 2560 2460 . 
3 0,0 168 288 180 684 498 596 = Hund 
0,1 168 396 186 1104 820 1930 zs : 
0,2 168 392 198 1524 1248 1470 22 ) 
0,3 168 408 180 1944 1680 1870 
0,4 168 396 180 2364 2084 2270 
0,5 168 384 192 2784 2445 2720 ‘ 
4 0,0 426 654 408 370 129 155 Rind 
0.1 426 648 420 830 580 438 a 
0,2 426 654 408 1290 1016 854 . 6 
0,3 426 642 441 1750 1456 L086 re 
0,4 426 684 432 2210 1870 1712 ® 7 
0,5 426 651 435 2670 2400 2194 
5 0,0 470 711 459 455 202 224 
0,1 470 804 429 998 675 609 
0,2 470 732 402 1361 990 910 ” 
0,3 470 705 474 1814 1446 1345 " _ 
0.4 470 681 468 2267 2020 1930 dl Zu 
0,5 470 672 399 2720 2406 _ ” oie 
6 0.0 468 627 450 492 310 338 . Mi 
0.2 468 621 447 2980 1930 1750 as 7 
mi 
7 0,0 363 462 378 560 445 458 " He 
0,2 363 552 381 1404 1214 920 z 
0,4 363 558 387 2248 2016 1830 
Er: 
' Haarmann, |. ¢. 
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Tabelle IVb. Herzmuskel. 





Milchséiure in mg Hexose in mg . 
Glucose- Differenz zum direkten Differenz zum direkten Ver 
Nt konzentration Versuch Versuch —_ 
Vakuum Oy Vakuum Os 
1 0.0 + 43 + 95 34 3 Rind 
0,1 +. 125 + 41 131 429 
0,2 +- 145 + 119 192 503 
0.3 + 142 + 97 177 583 
0.4 1. 175 99 1496 854 
0.5 + 162 + 95 169 809 
2 0,0 + 108 27 370 590 
0,1 132 — 15 416 — 534 
0.2 + 120 an OY 434 530 
0.3 1 105 D1 462 572 
0.4 1 QO) 30 - 892 452 
0.5 yf — 39 348 448 
3 0.0 + 120 1 42 — 186 S6 Hund 
0,1 1. 228 + 19 ,— 284 74 
0.2 +. 294 30 276 54 
03 + 240 + 12 264 74 
0,4 + 228 + 12 280 94 if 
0,5 + 216 + 24 — 339 64 ” 
4 0,0 +. 228 18 241 — 215 Rind 
0,1 1. 999 — 6 250 392 
0,2 + 228 18 274 436 
0,3 216 + 15 - 294 664 
0.4 + 258 + 6 340 198 
0.5 +. 225 t 9 — 270 476 
Dd 0,0 + 241 — TI 253 231 
0,1 + 334 — 41 233 - 299 
(0,2 + 262 6S 371 451 
0.3 + 235 4 368 $64 
0.4 + 211 2 247 337 
0.5 + 202 71 214 — 
6 0.0 - 159 — 18 182 154 
0,2 + 153 — 21 350 530 
7 0,0 +- 99 + 15 115 - 102 
0,2 + 189 18 190 484 
0,4 + 195 + 24 232 — 418 


zusammengefabt. Die Versuche der Tabellen IV bis VI erhielten einen 


Zusatz von ansteigenden Glucosemengen, die Versuche in Tabelle VII 


einen Zusatz von Glykogen. In den mit a bezeichneten Tabellen sind die 


Milchsaure- und Hexosewerte in mg auf 100 g Gewebe angegeben, in den 
mit b bezeichneten Tabellen sind die Differenzen der Milchsaéure- und 
Hexosewerte aus den direkten und Digestionsversuchen angefilhrt 


Die Herzmuskelversuche vom Rind (Tabelle 1V) sind in’ ihren 
Ergebnissen einheitlich. In Sauerstoff werden bei Glucosezusatz er- 
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heblich gréBere Mengen Kohlenhydrat abgebaut als unter Sauerstoff 
abschluB. Besonders stark sind die Unterschiede in Versuch | und 4 
In Versuch | z. B. ist in Sauerstoff drei- bis viermal mehr Kohlenhydrat 
verschwunden als im Vakuum. Die Kohlenhydratabnahme steigt in 
allen Versuchen mit der Glucosekonzentration an bis zu einem Maximum 
hei 0,3 bis 0,.4°,. Bei héherer Zuckerkonzentration geht die Kohlen- 
hydratabnahme wieder herunter. In den entsprechenden Kontroll 
versuchen ohne Glucosezusatz ist die Kohlenhydratabnahme mit und 
ohne Sauerstoff annahernd gleich groB. Die Milchsaurebildung ist in 


Tabelle Va. Skelettmuskel. 





Milchsa&ure in mg-°/o Hexose in mg-°), 
(rlucose- r 
Nr. scnaiee — nach 3 Std. nach nach 3 Std. Versuchstier 
rae OStd. Vakuum) 0. OStd. Vakuum! 0, 
1 (0.9 (Kontrolle) 306 606 468 624 322 452 Hund 
0,1 306 606 462 1043 749 882 
0,2 306 600 390 , 1460 1162 . 1270 is 
0.3 306 600 450 1870 1350 we ~ 
0,4 306 600 414 2296 1840 1960 ~ 
0.5 306 576 462 2714 2296 2420 = 
2 0,0 675 1236 «6.1116 1018 415 556 = Kaninchen 
0,1 675 1326 1194 1454 740 885 ? 
0,2 675 1320 1101 1890 1252 1342 
0,3 675 1242 1092 2326 1680 1776 
0.4 675 1245 1131 2762 2140 2260 
0.5 675 1256 1155 3200 2578 2700 
3 0.0 750 900 840 666 458 396 
0,1 750 897 900 1145 818 800 
0,2 750 894 891 1624 1134 1230 = 
0,3 750 903 894 2103 1680 1702 ‘ 
0.4 750 894 876 2582 2226 2218 
0.5 750 906 822 3060 2744 2820 
4 0,0 615 885 789 930 630 685 
0,1 615 882 819 1368 1082 1082 
0,2 615 915 795 1806 1360 ~~ 1510 
03 515 903 759 2244 1900 1820 
0,4 615 915 729 2682 2412 2290 
0.5 615 849 726 3120 2900 2860 
5 0,0 456 882 531 840 412 645 Rind 
0,1 456 879 546 1256 830 1054 
0,2 456 873 471 1668 1226 1400 
0,3 456 858 456 2082 1680 1770 s 
0,4 456 843 456 2496 2094 2200 - 
0.5 456 840 453 2920 2560 2674 ’ 
6 0,0 760 «1155 | «684710 320404 ; 
0,1 760 1125 675 1154 798 805 ‘ 
0,2 760 1044 684 1598 1260 1240 ” 
0,3 760 1056 660 2042 1556 1590 2 
0,4 760 1029 630 2486 2944 1990 : 


05 760 993 666 29380 2660 D582 
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Tabelle Vb. Skelettmuskel. 





Glucose- Differenz in mg-° Differenz in mg-® 
konzen- Milchs&ure Hexose 
Nr. tration Versuchstiet 
in %o Vakuum O» Vakuum Os 
1 0.0 + 300 + 162 302 — 172 Hund 
0.1 + 200 + 156 — 293 ~ 160 js 
0,2 + 294 + 84 298 — 190 
0,3 + 294 + 144 520 a 
0.4 + 294 + 108 456 — 336 8 
0.5 + 270 + 156 — 418 — 294 
2 0.0 + 561 + 431 — 603 — 462 Kaninchen 
0,1 + 651 +519 — 714 - 569 
0.2 1 644 + 426 — 638 548 
0,3 + 567 + 417 646 — 550 
0.4 + 570 + 456 — 622 502 
05 1 581 + 480 622 - 500 
3 0.0 + 157 + 99 — 208 270 
0.1 + 147 + 150 - 327 345 
0,2 + 144 + 141 — 490 394 
0,3 + 153 + 144 — 423 — 401 
0,4 + 144 + 126 356 — 364 
0,5 + 156 + 72 — 316 240 
4 0,0 + 270 + 174 — 300 245 
0,1 + 267 + 204 — 286 — 286 
0.2 + 390 + 180 — 446 — 296 
0,3 + 283 144 — 344 424 
0,4 + 300 +114 - 270 392 ‘ 
0,5 + 234 + 111 — 220 — 260 . 
5 0.0 + 426 + 75 — 428 195 Rind 
0,1 + 423 1 90 426 — 202 " 
0,2 + 417 + 15 — 442 — 268 
0.3 + 402 t 0 - 42 312 
0,4 + 387 + 0 — 402 — 296 
05 + 384 — § — 360 — 246 
6 0,0 + 395 76 — 390 — 306 
01 365 85 356 — 349 
0,2 :- 284 — 76 - 338 — 358 
03 4. 296 — 100 — 486 452 
0.4 + 269 — 100 — 442 ~ 496 
0,5 + 233 — 84 — 270 — 352 


allen Fallen durch Sauerstoff vollkommen unterdriickt worden. Ledig 
lich in Versuch 1 tritt eine geringe Milchsaéurenachbildung auf. Ab- 
weichend vom Rinderherz verhalt sich Hundeherz. Hier ist die Kohlen- 
hydratabnahme unter anaeroben Bedingungen um ein Mehrfaches 
héher als in Sauerstoff. 

Die Versuche zeigen, dal} die an den Herzen der einen Tierart ge 
wonnenen Ergebnisse nicht ohne weiteres auf die einer anderen Tierart 
iibertragen werden diirfen, wie wir das in gleicher Weise fiir den Milch- 
siurestoffwechsel des Skelettmuskels gesehen haben 
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Fir die Skelettmuskelversuche (Tabelle Va und b) laBt sich kein 
allgemeine GesetzmaBigkeit aufstellen. Die Kohlenhydratabnahme ist 
unter SauerstoffabschluB und in Sauerstoffgegenwart in der Mehrzah 
der Versuche fast gleich. Nur in Versuch | und 5 ist die Zuckerabnahm: 
in Sauerstoff geringer als ohne Sauerstoff. Die starkste Kohlenhydrat 
abnahme tritt von Fall zu Fall bei verschiedenen Glucosekonzentratione: 
auf, zwischen 0,1 und 0,4°,. Bei 0,5°, geht die Kohlenhydratabnahm« 
stets herunter. Die Milchsaéurenachbildung wird, wie schon eingang: 
ausgefiihrt wurde, nur im Rindermuskel durch Sauerstoff unterdriickt 
nicht aber in der Kaninchen- und Hundemuskulatur. 

Recht einheitlich sind die Versuchsergebnisse mit Hirngewelh: 
Tabelle Vila und b). Hier beobachten wir im Sauerstoff eine starker« 
Kohlenhydratabnahme als bei SauerstoffabschluB. Dabei ist die Milch 
saurenachbildung aus Glucose annahernd gleich stark in Sauerstoff wie 
im Vakuum. Es muB mithin ein Teil der Glucose oder ein Teil de: 
daraus gebildeten Milchsaure oxydativ verschwunden sein. Die Versuche 
zeigen weiter, daB nur ein Teil der Glucose als Milchsaure wieder 
erscheint. 

Bildet man den Quotienten aus entstandener Milchsaure und 
verschwundener Glucose, so ist dieser stets kleiner als 1. In Sauerstoft 
werden maximal 75 °, der abgebauten Glucose in Milchsdure umgewandelt. 
unter SauerstoffabschluB dagegen 86 °,. Uberhaupt sind die Quotienten 


Tabelle Vila. Hirn. 





Milchséure in mg-°/9 Hexose in mg-' 
Nr, Glucosekonzentration nach 3 Std. nach 3 Std. Versucbs- 
in nach rach 1s Ee tei 
—_ Vakuum Op» .o Vakuum = Og 
1 0,0 227 246 168 122 96 60 Hund 
0,1 227 360 =372 617 388 236 2 
0,2 227 456 378 1112 820 564 
0,3 227 630 486 1606 1116 992 
0,4 227 462 510 2102 1564 1388 
0,5 227 456 516 2592 2084 1908 
2 0,0 173 187 194 130 113 111 
0,1 173 287 288 634 464 388 
0,2 173 288 324 | 1120 920 896 
0,3 173 316 302 1644 1376 = 1364 
0.4 173 354 3824 2115 1868 1792 
05 173 295 280 2604 2436 962204 
3 0,0 17 198 144 134 112 | 102 
0,1 174 432 436 628 325 | 279 
0,2 17 520 528 1140 700 = 625 ‘ 
0,3 174 540 504 16382 1088 996 
0,4 174 588 582 2120 =1612 1456 
0.5 174 558 516 2606 2158 2908 
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Tabelle VIb. Hirn. 





1 . » P Quotient 
Glucose- Differenz in mg-°/, Differenz in mg-° : 


Nr,  Konzen- Milchsiure Hexose > _. Milchsaurebildung Pl 
tration x Hexoseabnahme ? 
in %/5 : Si , tier 
Vakuum Os Vakuum Os Vakuum Oo 
1 0,0 + 19; — 59 26 62 o - Hund 
0,1 +133 +145 —229 — 381 0.58 0,52 a 
0,2 +229 +4151 — 292 - 548 0,79 0,28 ai 
0,3 + 403 + 259 — 490 614 0,83 0,42 
0,4 +235 +283 —538 —714 0,44 0,40 
0.5 +229 4+289 —508 — 684 0,45 0,42 ‘ 
2 0,0 + 144+ 71 — 17 19 » 
0,1 +109 +115 —4170 246 0,64 0,47 
0.2 +115 +151 —200 294 0.58 0.68 
0,3 +143 +129 —268 280 0,55 0,42 ‘ 
0,4 +181 +4151 — 247 - 323 0.73 0,48 - 
0.5 + 122 + 107 168 400 0,73 0,27 
, 
3 0.0 + 24 - 80 — 22 32 
0,1 +258 ++ 262 808 | — 349 0.85 0.75 
0,2 +346 +354 — 440 515 0,79 0,69 i" 
0,3 + 366 +330 — 544 636 0.67 0,57 
0,4 +414 +408 —508 - 664 0.81 0,62 - 
0,5 + 384 +342 448 598 0,86 0,69 J 


bei Sauerstoffgegenwart kleiner, da der Kohlenhydratabbau dabei zum 
Teil oxydativ erfolgen kann. Es ergibt sich weiterhin, daB gewisse 
Beziehungen zwischen der GréBe des Quotienten und der Glucose- 
konzentration bestehen. In Versuch 2 und 3 erreicht der Quotient bei 
einer Glucosekonzentration von 0,3°%, seinen tiefsten Wert. Das gilt 
sowohl fiir die Sauerstoff- als auch fiir die Vakuumversuche. Nur der 
Quotient bei 0,2 °4, Glucose in Sauerstoff (Versuch 2) fallt aus der Reihe. In 
Versuch 1 liegen die Verhaltnisse im Vakuumversuch anders. Hier entfallt 
bei 0,3°%, Glucose der weitaus gréBte Teil auf die Milchsiure. Der 
Quotient ist hier also gr6Ber als bei anderen Glucosekonzentrationen. In 
Sauerstoff findet der starkste Zuckerschwund bei 0,2°, statt. Die 
starkste Zuckerabnahme (Tabelle VIb) tritt bei héheren Glucose- 
konzentrationen (0,3 bis 0,5°%) auf. 

In den bisherigen Versuchen wurde das Verhalten des Glucose- 
abbaus in den einzelnen Organen untersucht. In den in Tabelle VII 
wiedergegebenen Versuchen soll der Abbau des Glykogens naher ge- 
prift werden. Im Gegensatz zu den Glucoseversuchen wurden hier 
keine Konzentrationsreihen angesetzt, sondern nur das Verhalten von 
0.2% zugesetztem Glykogen verfolgt. Die Glykogenabbauversuche 
wurden an Skelett- und Herzmuskel durchgefiihrt. 

Im Skelettmuskel wie im Herzmuskel vom Rind wird die Milchsaure- 
bildung sowohl aus den praformierten Kohlenhydraten als auch aus dem 
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Tabelle Vila. 








Milchsiure in mg-°/, Hexose in mg-9' 
Nr. Zusatz meas nach 3 Std. Thy nach 3 Std. Organ | Versuchstie: 
nach ke i) ae 
0 Std. Vakuum! 0, | 0 Std. Vakuum 0, 
1 ohne Zusatz 357 690 405. 820 352 704 Muskel Rind 
Glykogen 357 771 423 1960) 1196 1860 & 
2 ‘ohne Zusatz || 378 841 437 || 930 426 | 855 ns 
Glykogen 878 900 483 2080 1236 | 1570 
3 ohne Zusatz| 760 1155 684 710 320 | 404, 
Glykogen 760 1140 708 1960 1330 | 1400 
4 ohne Zusatz) 615 744 726 398 253 238 ‘. Kaninchen 
Glykogen 615 1320 1080 1402 584 | 543 . . 
5 |ohne Zusatz) 470 711 459 455 202 224) Herz Rind 
Glykogen 470 627 4321704) 1290 | 1322 ‘ 2 
6 |\ohne Zusatz |) 426 654 408 370 129 155 a 
|| Glykogen 426 633 456 1370 742 692 ‘ 
Tabelle VIIb. 
Milchsture in mg-°/> Hexose in mg-°', 
Differenz zum Differenz zum 
Nr. Zusatz direkten Versuch direkten Versuch Organ Versuchstier 
Vakuum Og Vakuum O» 
1 | ohne Zusatz | + 333 + 48 —468 —116 Muskel Rind 
Glykogen + 414 + 66 — 764 | — 100 is e 
2 ohne Zusatz +463 + 59 —504 — 75 a is 
Glykogen +528 | +105 — 844 —510 _ 
3 ohne Zusatz + 395 - 76 — 890 — 306 e is 
Glykogen +3880 — 52 , —630 —560 - = 
4 ohne Zusatz | +129 +111 —145 —160 _ Kaninchen 
Glykogen + 705 + 465 — 818 — 859 ‘ A 
5 ohne Zusatz | + 241 11 — 253 —-- 231 Herz Rind 
Glykogen + 157 — §88 —414 — 382 z fs 
6 | ohne Zusatz +232 — 18 | —241  —215 “ a 
Glykogen +207 + 30 | —628 —678 - = 


zugesetzten Glykogen vollkommen unterdriickt, bzw. gegeniiber den 
Versuchen unter SauerstoffabschluB sehr stark eingeschrankt. Im 
Kaninchenmuskel erfolgt auch in Sauerstoff eine sehr erhebliche Milch- 
séurenachbildung aus Glykogen, die etwa ?/, so groB ist wie im Vakuum 
versuch. 

Die Kohlenhydratabnahme ist beim Skelettmuskel vom Rind in 
Sauerstoff erheblich niedriger als anaerob; besonders eindrucksvoll ist 
Versuch 1 und 2. Kaninchenmuskel und Herzmuskulatur vom Rind 
verhalten sich hinsichtlich der Kohlenhydratabnahme, nicht aber de: 
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Milchsaurebildung gleich. Sowohl anaerob als auch unter oxydativen 
Verhaltnissen ist die Zuckerabnahme gleich. In allen Fallen ist bei 
Glykogenzusatz erheblich mehr Kohlenhydrat verschwunden, als Milch- 
siure gebildet wurde. Im Rindsmuskel sind nur 54 bis 63°% der ver- 
schwundenen Kohlenhydrate als Milchséure wiedererschienen, im 
Herzmuskel sogar nur 33 bis 38%. Ohne Zusatz von Glykogen besteht 
eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen Milchsiurebildung und 
Kohlenhydratabnahme. 

Die Versuche zeigen also, da die Milchsdurebildung, ahnlich wie 
fiir Glucose gezeigt wurde, auch von der Glykogenkonzentration abhangig 
sein mub. 

Wie aus den bisherigen Versuchen hervorgeht, laBt sich die Milch- 
saurebildung im Gewebe nicht in allen Fallen durch Sauerstoff unter- 
driicken. 

In den folgenden Versuchen wurden einige Verbindungen untersucht, 
von denen wir wissen, da sie unter anaeroben Bedingungen Milchsaure 
bilden kénnen. Es sind dies folgende Stoffe: Methylglyoxal, Brenz- 
traubensaéure, Fumarsaure und Bernsteinséiure. Die Ergebnisse sind aus 
Tabelle VIII bis X ersichtlich. Es ergab sich dabei, daB die Milchsaure- 
bildung aus Methylglyoxal im Skelettmuskel durch Sauerstoff nicht 
unterdriickbar ist, wohl aber eingeschrankt wird. Merkwiirdigerweise 
bildet auch Brenztraubensaure in Sauerstoff Milchséure. Dieser Vorgang 


Tabelle VIII. 


mg-%, Milchsaure. 








Versuchs Methyl- 
Nr. bedin- Direkt Kontrolle Givoxal Organ Versuchstier 
gungen J 
1 Oo 486 504 1524 Muskel Rind 
Vakuum 486 666 1716 - e 
2 Og 684 813 942 e Kaninchen 
Vakuum 684 894 1545 a . 
Tabelle IX. 
mg-°%, Milchsaure. 
Versuchs- Brenztraubenséure ee 
Nr. bedin- Direkt Kontrolle Organ = a 
gungen 0,29), 0,49); 
] Oy 423 411 711 Herz Rind 
Vakuum 423 660 . 750 Z : 
2 i 492 513 780 : : 
3 Oo 474 510 747 681 Muskel 
4 0, 366 504 744 : 
5 Og 234 228 270 Hirn 
Vakuum 234 240 288 


IR * 
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Tabelle X. 


mg-%, Milchsaure. 





Versuchs- ‘ Kon- Fumarsaéure Bernsteinséure Versuchs- 

Nr bedingungen Direkt trolle = a bse aE Organ sn 

0,299 04% 9 0,249 | 0,4% 5 

1 Oy 423 411 435 510 | 537 522 Herz Rind 
Vakuum 423 660 693 669 663 669 - a 

2 0, 684 813 875 945 882 984 Muskel Kaninchen 
Vakuum 684 894 999 1068 879 840 e s 

3 Oy 330 312 384 582 || 372 417 ce Rind 
Vakuum 330 330 471 498 330 321 ss 

4 Os 474 510 565 612 ° > 

5 Os 159 159 264 318 | 165 168 | Leber 
Vakuum 159 186 267 252 ~=«141 135 e 

6 O, 234 228 228 - 294 285 Hirn 
Vakuum 234 240 309 312 || 255 234 we 

7 0; 768 813 888 972 834 852 = Muskel Kaninche: 


Vakuum | 768 822 | 801 903 744 ~~» 840 


ist um so verstandlicher, als es sich dabei um keine Oxydation, sondern 
um einen Hydrierungsvorgang handelt. 

Recht eigenartige Ergebnisse zeigen die Versuche mit Fumar- und 
Bernsteinsaure. Beide Sauren bilden auch in Sauerstoff Milchsaure, 
unter anaeroben Bedingungen nur die Fumarsaure, nicht aber die 
Bernsteinsaure. Im Skelettmuskel vom Kaninchen und Rind wird in 
Sauerstoff sogar erheblich mehr Milchséure gebildet als anaerob. 

Der Mechanismus dieser eigenartigen Vorgange ist zunachst noch 
vollkkommen unklar. Er weist aber Analogien zu friiheren Ergebnissen 
von Hahn und Haarmann' auf. Sie fanden, daB Fumar- und Apfelsiure 
anaerob Kohlendioxyd abspalten, nicht aber Bernsteinséure. Kin 
gleiches Verhalten wie die Kohlendioxydbildung, die eine Verkiirzung 
der Reaktionskette beweist, finden wir bei der Milchséurebildung. Dies 
wiirde zugleich bedeuten, da unter SauerstoffabschluB und ohne 
Zusatz von Wasserstoffakzeptoren, z. B. Methylenblau, ein Abbau det 
Bernsteinsaéure im Gewebe nicht stattfindet. Allem Anschein nach kann 
eine Dehydrierung der Bernsteinsdure durch das Gewebe nicht erfolgen, 
weil das Redoxpotential der noch hypothetischen intermediaren Wasser 
stoffakzeptoren nicht ausreichend ist. Anders bei Fumar- und Apfel- 
siure; hier kann die Dehydrierung geleistet werden. 


Zusammenfassung. 
Es wurde in Versuchen an dem gleichen Material die Milchsaure- 
bildung und Kohlenhydratabnahme unter SauerstoffabschluB und in 


1 Hahn u. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 87, 465, 1928. 
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Sauerstoffgegenwart untersucht. Fiir die einzelnen Organe und Versuchs- 


tiere bestehen erhebliche Unterschiede. Sauerstoff fiihrt zu keiner 
Vermehrung des Milchséuregehalts im Herzmuskel (Rind und Hund), 
im Skelettmuskel vom Rind und im Hirngewebe vom Hund, nicht aber im 
Skelettmuskel vom Kaninchen und Hund. Werden Glucose und Glykogen 
zugesetzt, so bleiben die Milchsaurewerte in Sauerstoff gleich. Eine 
Ausnahme bildet die Skelettmuskulatur vom Kaninchen und Hirn 
(Hund). Im Skelettmuskel vom Kaninchen ist die Milchsaurebildung 
nach Glucose- und Glykogenzusatz in Sauerstoff niedriger als unter 
SauerstoffabschluB. Im Hirngewebe hingegen wird aus Glucose sowohl 
aerob als auch anaerob die gleiche Milchsiuremenge nachgebildet. 
Hirngewebe besitzt also ein Verhalten, wie es fiir bésartige Tumoren als 
charakteristisch angesehen wird. 

Die Kohlenhydratabnahme ist unter SauerstoffabschluB8  meist 
erheblich gréBer, als der gebildeten Milchséure entspricht. 

In Sauerstoff nehmen im Rindsmuskel die Kohlenhydrate weniger 
ab als bei SauerstoffabschluB ; im Hunde- und Kaninchenmuskel dagegen 
ist die Kohlenhydratabnahme in Sauerstoff und im Vakuum gleich. 
Im Herzmuskel vom Rind ist die Glucoseabnahme in Sauerstoff gegen- 
iiber im Vakuum sehr erheblich gesteigert, im Hundeherzen aber ge- 
hemmt. Der oxydative Glucoseschwund ist im Hirn gréBer als die an- 
aerobe Glucoseabnahme. Der oxydative Glykogenabbau ist im Rinder- 
muskel geringer als der anaerobe, waihrend er im Skelettmuskel vom 
Kaninchen und im Herzmuskel vom Rind gleich grob ist. 

Nicht unterdriickt wird durch Sauerstoff die Milchsaurebildung aus 
Brenztraubenséure und Methylglyoxal, ferner nicht aus Fumar- und 
Bernsteinséure. Fiir die beiden letzten Sauren ist die Milchsaure- 
nachbildung in Sauerstoff sogar gréBer als unter anaeroben Versuchs- 
bedingungen, bei denen aus Bernsteinsdéure keinerlei Milchsaiure nach- 
gebildet wird. Ein anaerober Ubergang der Bernsteinsiaure in Milchsaure 
findet nicht statt, sondern nur eine oxydative Umwandlung. 

Die Frage der Milchséureoxydation soll in der folgenden Arbeit 
besprochen werden. 
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im Giewebe unter aeroben und anaeroben Bedingungen. 


Von 
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[Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat, Miinster (Westf.). 


(Eingegangen am 20, Oktober 1935.) 


In der vorstehenden Arbeit wurde gezeigt, daB der Milchséuregehalt 
ohne Zusatz von Kohlenhydraten in Gegenwart von Sauerstoff im Herz 
muskel von Hund und Rind, im Skelettmuskel vom Rind, ferner in 
Hirn und Leber nur wenig verandert wird. Im Skelettmuskel von Hund 
und Kaninchen tritt auch in Sauerstoff eine Vermehrung von Milchsaure 
auf. In einigen Versuchen allerdings hatte der Milchsauregehalt unter 
Sauerstoff deutlich abgenommen. Unsere Befunde bilden eine Be 
stétigung der Ergebnisse von Hahn, Fischbach und Niemer}, die am 
{indsmuskel bei Sauerstoffgegenwart eine annadhernde Konstanz des 
Milchsduregehalts fanden. Die Differenz an Milchsiure gegeniiber den 
direkten Versuchen betrug bei ihnen von + 51 bis — 39 mg-°, Milch- 
siure. In unseren Versuchen sind die Differenzen etwas gréBer. Unsere 
Werte liegen zwischen + 75 und — 75 mg-°%, Milchsdéure gegeniiber den 
direkten Versuchen. Boyland?, der die Hahnschen Versuche nach- 
arbeitete, fand gleichfalls in einer Reihe von Fallen ein Konstantbleiben 
der Milchséurewerte. In der Mehrzahl der Versuche jedoch war die 
Differenz gréBer als in den von uns angestellten. Bei Boyland sind die 
Milchsaéurewerte in Sauerstoff durchschnittlich um 71 mg-° héher als 
im direkten Versuch. Bei den Untersuchungen am Kaninchenmuske! 
fanden wir bedeutend gréBere Differenzen als Boyland. Wahrscheinlich 
beruhen diese Unterschiede in den Versuchsergebnissen auf jahres 
zeitlichen Schwankungen, die nach unseren Erfahrungen sehr erheblich 
sind. Wir stellten unsere Versuche in den Herbstmonaten 1934 an. 
Boyland jedoch in den Friihjahrsmonaten und Hahn im Sommer. Es 
sei hier daran erinnert, daB nach Versuchen von Haarmann*® zwei 
Maxima fiir die Milchséurebildung aus Glucose in Schilddriisengewebe 
im Marz und Oktober auftreten. Es ist dies aber gerade die Zeit, in de 
die Tiere den Winter- bzw. Sommerpelz ablegen. Stoffwechselunter 
suchungen werden zweckmaBig in dieser Zeit nicht angestellt, weil die 
Stoffwechselvorgange zu stark von der Norm abweichen. 

Unter SauerstoffabschluB treten im Skelettmuskel Milchsaure- 
werte auf, die erheblich héher sind als die unter Sauerstoff. Nach den 


1 Hahn, Feschbach u. Niemer, Zeitschr. f. Biol. 91, 53, 1931. — ? Boyland, 
diese Zeitschr. 287, 418, 1931. 3 Haarmann, ebenda 255, 103, 1932. 
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Untersuchungen Haarmanns' findet vor allem im Hirngewebe eine nur 
veringfiigige Milchséurenachbildung statt, mitunter sogar ein geringer 
Milchséureschwund. Dieser tritt besonders deutlich in Erscheinung, 
wenn den Versuchen Lactat hinzugesetzt wird. Dieser Milchsaéure- 
schwund lat sich auch im Skelettmuskel und in allen ibrigen Organen 
nachweisen, wenn die Milchséurenachbildung aus den Kohlenhydrat- 
quellen des Gewebes durch Zusatz von monobromessigsaurem Natrium 
(1: 500) unterdriickt wird. 

Es geht hieraus hervor, dai der Organismus iiber Mittel und Wege 
verfiigt, die Milchséure auch anaerob zu entgiften. Dieses anaerobe 
Verschwinden der Milchséure wurde von Hahn, Fischbach und Haar- 
mann* bereits friiher aus einer Vermehrung der Brenztraubensaure nach 
Zusatz von Lactat erschlossen. 

Da sich herausgestellt hatte, daB es gelingt, durch Zusatz von 
Lactat den anaeroben Milchséiureschwund zu steigern, lag der Gedanke 
nahe, auch in gleicher Weise ein Verschwinden der Milchsaéure in Sauer- 


stoff sichtbar zu machen. 


Versuchsanordnung. 

Die Milchsdurebestimmungen wurden in gleicher Weise, wie friiher 
beschrieben, ausgefiihrt. Die Versuchsanordnung war die gleiche wie in 
der vorangehenden Arbeit. Es wurde zunachst das Verhalten det 
Milchsaéure ohne Zusatz von Milchséure (Natriumsalz), sodann nach 
Zusatz von steigenden Lactatkonzentrationen untersucht. 


Versuchsergebnisse. 

Tabelle | enthalt die Milchsaiurewerte ohne Lactatzusatz nach 
dreistiindiger Digestion unter SauerstoffabschluB und nach Behandeln 
mit Sauerstoff. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur durch- 
gefiihrt. 

In den Versuchen der Tabellen I] bis IV wurden auBerdem noch 
steigende Konzentrationen von Milchsaiure zugesetzt. Die Versuche 
wurden an der Herzmuskulatur von Hund und Rind, Skelettmuskel 
von Rind, Hund und Kaninchen, Hirn von Rind und Hund, ferner an 
Leber von Rind und Hund angestellt. Wie aus Tabelle I hervorgeht, 
bleiben die Milchséurewerte unter Sauerstoff im Herzmuskel, Skelett- 
muskeln von Rind, ferner in Hirn und Leber gegeniiber den direkten 
Versuchen annahernd gleich. Nur im Skelettmuskel von Hund und 
Kaninchen erfolgt eine nicht unerhebliche Milchséurenachbildung. In 
einer Reihe von Versuchen nimmt der Milchsauregehalt unter Sauerstoff 
deutlich ab. 


1 Haarmann, diese Zeitschr. 256, 326, 1932. — * Hahn, Fischbach u. 
Huarmann, Zeitschr. f. Biol. 88, 516, 1928. 
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Tabelle I. 





Milehsdure in mg-° » Differenz Milchsiure 

in mg- i 
: : Versuchs- 
Organ 


Nr. nach 3 Std ; tier 
direkt 7 0. Vakuum Oz 
1 270 401 241 + 131 — 29 Herz Hund 
2 168 288 180 + 120 + 12 - - 
3 194 378 261 + 184 + 67 : 
276 270 222 — 6 - 54 ‘ 
5 426 654 408 + 228 — 18 Rind 
6 426 534 399 + 108 — 27 % , 
7 363 462 378 + 99 + 15 
8 413 456 418 + 43 + 5 e 
9 470 711 459 + 241 — 11 
10 468 627 450 + 159 — 18 js 
11 423 660 411 + 237 =e i 
12 413 455 383 + 42 30 a 
13 760 1155 684 + 395 — 76 Muskel 
14 456 882 531 + 426 + 75 , 
15 357 690 405 + 333 + 48 
16 378 841 437 + 463 + 59 
17 486 666 504 + 180 + 18 
18 330 330 312 cr OY — 18 is 
19 306 606 468 + 300 + 162 - Hund 
20 675 1236 1116 + 561 + 441 Kaninchen 
21 750 900 840 + 150 + 90 
22 615 885 789 + 270 + 174 
23 561 936 818 + 375 +- 257 
24 432 795 589 + 363 + 157 
25 712 745 725 + 33 + 13 
26 615 744 726 + 129 + 111 e 
27 684 894 813 + 210 + 129 
28 768 822 813 + 54 + 45 ” . 
29 227 246 168 + 19 59 Hirn Hund 
30 173 187 194 + 14 17 i : 
31 174 198 144 + 24 — 30 
32 189 174 150 — 15 — 39 
33 141 189 157 + 48 + 16 
34 934 240 998 + 6 — 6 = Rind 
35 241 227 218 — 14 23 
36 159 186 159 + 27 + 0 Leber $s 
37 149 185 166 + 36 + 17 . Hund 
38 178 174 172 — 4 : 6 = Kaninchen 


Das Bild andert sich, wenn die Konzentration der Milchsaure durch 
Lactatzusatz erhéht wird (Tabellen II bis IV). Im Versuch mit Hirn 
(Tabelle III) wurde auBerdem die Nachbildung der Milchséure durch 
Monobromacetat (1: 500) und Natriumfluorid (1: 500) unterdriickt, 
desgleichen im Skelettmuskelversuch (Tabelle IV) durch Monobrom- 
acetat. 

Die Versuchsbedingungen liegen in diesen Versuchen insofern 
besonders giinstig, als in allen Fallen die Milchsaéurenachbildung im 
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Tabelle 


Il. 





Milchséure in mg-°/» 


Difterenz Milch- 
sdure in mg-? 





on sactatzusatz a - 
om in « Milehsure nach __ Bach 3 Std. 
0 Std. Vakuum 0, 

1 0,0 413 455 383 
0,1 913 960 861 
0,2 1413 | 1271 | 1233 
0,3 1913 1742 1662 
0,4 2413 2244 2166 
0.5 2913 2646 2640 

2 0,0 141 189 157 
0,1 641 560 486 
0,2 1141 1038 994 
0,3 1641 1550 1482 
0.4 2141 2006 1962 
0,5 2641 2440 2444 

3 0,0 149 185 166 
0,1 649 658 580 
0,2 1149 1045 1048 
0,3 1649 1446 1418 
0.4 2149 1920 §1956 
0,5 9649 2380 2400 

4 0,0 178 174 172 
0,1 678 676 534 
0,2 1178 1102 1011 
0,3 1678 1580 1484 
0,4 2178 1940 1990 
0,5 2678 -- 2482 


Vakuum 0 
+ 42 — 30 
+ 47 — 52 
- 142 — 180 
171 251 
—169 — 247 
— 267 - 273 
+ $9, + 16 
+ 19 —155 
103 147 
— 91 —159 
135 179 
201 197 
+ 36 17 
— 9 69 
— 104 101 
203 931 
229 193 
— 269 — 249 
— 4 6 
— 2 —144 
— 78 167 
— 98 — 196 
— 238 188 
—_ - 196 


Tabelle III. 


Hirn (Rind). 


Versuchs- 
Organ 
tier 
Herz Rind 
Hirn Hund 
Leber 


Kaninchen 





Versuchsanordnung 


Ohne Zusatz . 
0,1% Lactat . 
Ca, ~~ 

0,3 % 

04% 5 

0,5 % 


Monobromacetat ....... 
” + 0,1 % Lactat 
° rust  % 
+ 0,3% 
0,4 % 


+ 0,5% 


Na-Fluorid . ert ee ees 
0,1% Lactat . 


Milchséure in mg-°,y 


nach 3 Std. 


Differenz Milchsiure 


nach 
0 Std. Vakuum O 
241 227 218 
741 690 684 
1241 1196 1916 
1741 1647 1546 
2241 2052 2024 
2741 2538 2412 
241 187 187 
741 702 680 
1241 1006 1090 
1741 1494 1530 
2241 2016 2010 
2741 2196 2295 
241 205 201 
741 702 708 
1241 1150 1140 
1741 1574 1620 
2241 2042 2088 
2741 2403 2439 


Vakuum 


14 

51 

45 

— 94 
189 
203 
54 

39 


247 
225 
545 
36 

39 

$1 

167 
190 
— 338 
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Tabelle IV. Skelettmuskel (Kaninchen). 





Milchsture in mg-°/5 Differenz Milchs&ure 
Versuchsanordnang ach 3 St 
Pag me : ears Vakuum 0, 
ight Vakuum O»2 

Ohne Zusatz ... deh Sane 712 745 725 + 33 + 13 
0.1% Milehsture. ...... 1212 1234 1220 + 22 + 8 
02% = Sar Sa ae 2 7 1712 1652 1670 - 600 — 42 
0,3 ° Z Soka ote, Lees 2712 2050 2042 162 —170 
04% e eres 2712 2500 2542 212 170 
0,5 ° ’ sige: Hetea aeae 3212 3120 3060 — 98 —152 
Monobromacetat ....... 712 680 680 — 32 — 382 
+ 0,1 °, Milchsiure 1212 1190 1160 — 22 — 52 

ee O22 1712 1652 1630 =< 609} —.§2 

+ 0.3% = 2212 1910 262 -302 — 150 

+ 04% a 2712 2416 2480 -296 — 232 

+ 05% bs 3212 3040 2960 —172 —252 


vet , ‘ es 
Vakuum nur sehy gering ist. In dem Leberversuch (Versuch 4, Tabelle IT) 
und im Hirnversuch (Tabelle IIT) haben die Milchsaurewerte im Vakuum 


nicht zugenommen. Bei Zusatz von Lactat zeigt sich mit und ohne 


Sauerstoff ein Milehséureschwund, der besonders bei héherem Milch 
siuregehalt hervortritt. Der Unterschied zwischen den Sauerstoff- und 
Vakuumversuchen besteht darin, daB ohne Zusatz von Monobrom- 
acetat und Fluorid der Milchséureschwund bei niedrigen  Lactat- 
konzentrationen unter Sauerstoff héher ist als ohne Sauerstoff. Mit 
ansteigender Lactatkonzentration gleicht sich der Milchsiureschwund 
mit und ohne Sauerstoff an, ja es kann sogar der Fall eintreten, da im 
Vakuum mehr Milchsaéure verschwindet als in Sauerstoff. Jedoch geht 
der Milchséureschwund nicht parallel mit der Lactatkonzentration. Er 
kann wie in Tabelle IV bei weiterer Erh6hung des Lactatgehalts wieder 
absinken. Im allgemeinen finden wir den héchsten Milchsdureschwund 
bei dem gréBten Anfangsgehalt des Gewebes an Milchsaure. Die gréBte 
Milchséureabnahme beobachten wir im Hirnversuch der Tabelle II] 
unter der Monobromacetatwirkung 545 mg-°,, im Vakuum und 
446 mg-°, in Sauerstoff. 

Aus diesen Versuchen glauben wir entnehmen zu diirfen, daB die 
Milchséure im Warmbliitergewebe nicht verbrannt wird, da der Milch- 
siureschwund auch unter anaeroben Bedingungen von der gleichen 
GréBenordnung ist wie in Sauerstoff. 

Unter den Bedingungen des zerkleinerten Gewebes kommt es nicht 
zur Resynthese von Kohlenhydraten. Wenn auch natirlich nicht aus- 
geschlossen werden kann, daB bei Sauerstoffgegenwart Milchsaure 
oxydativ abgebaut wird, so liegt doch, da auch anaerob Milchsaure- 
mengen in der gleichen GréBenordnung verschwinden, der Gedanke sehr 
nahe, daB der gleiche Mechanismus aerob und anaerob wirksam wird. 
In welcher Weise die Milchséure zum Verschwinden gebracht wird, bleibt 
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dahingestellt. Es kommt einmal der Weg der Dehydrierung der Milch- 
siure in Betracht, bei der zunachst noch hypothetische Wasserstoff- 
akzeptoren des Gewebes beteiligt sein miiBten oder aber der Weg iiber 
Methylglyoxal oder andere ‘Triosen. Man kénnte also die Annahme 
machen, daB zunachst einmal die Milchsaure durch die Methylglyoxalase 
in Methylglyoxal zuriickverwandelt wiirde und da®B dann 2 Molekiile 
des entstandenen Methylglyoxals sich nach Art einer Cannizarroschen 
teaktion zu 1 Molekiil Brenztraubenséure und 1 Molekiil Glycerin 
bzw. Milchséurealdehyd umlagern. Fir beide Méglichkeiten lassen sich 
unseres Erachtens Belege aus dem Schrifttum beibringen. Hahn und 
Mitarbeiter! fanden, dais’ Hefeextrakt, der eine stark wirksame Milch- 
sduredehydrase enthalt, Milchsaure unter SauerstoffabschluB und _ bei 
Sauerstoffgegenwart nicht in Brenztraubensiure umwandelt, wohl aber 
nach Zusatz von Methylenblau als Wasserstoffakzeptor. Die Brenz- 
traubensaurebildung aus Milchsaure ist hier ein echter Dehydrierungs- 
vorgang. Unter anaeroben Bedingungen und bei Fehlen eines Wasser- 
stoffakzeptors (Methylenblau) tritt keine Brenztraubensdurebildung 
durch Hefeextrakt auf. Im letzteren Falle ware die zweite Méglichkeit 
des Milchséureschwunds auszuschlieBen. Im Gegensatz zur Milchsaure- 
dehydraselésung aus Hefe bauen die lebenden Hefezellen und Trocken- 
hefe* die Milchsaure leicht oxydativ ab, nicht aber unter Sauerstoff- 
abschluB ohne Zusatz von Methylenblau. Diese mit Hefe angestellten 
Versuche sagen nichts iiber das physiolgische Geschehen im Tierkérper 
aus. Hahn, Fischbach und Haarmann® stellten fest, daB in schonender 
Weise mit Phosphatpufferlésung ausgewaschene Skelettmuskulatur nach 
Lactatzusatz keine oder nur geringe Mengen Brenztraubensaure bildet 
dagegen aber bei Zusatz von Methylenblau. Dieser Befund spricht fin 
eine Dehydrierung der Milchsdiure. In nicht ausgewaschener Muskulatut 
tritt ohne Lactatzusatz im Vakuum eine erhebliche Bildung von Brenz- 
traubensaure auf, die durch Zusatz von Methylenblau sehr gesteigert 
wird. Die Ausbeute an Brenztraubensaéure laBt sich durch Lactat mit 
und ohne Zusatz von Methylenblau weiter steigern, und zwar ist die 
Mehrbildung in beiden Fallen annahernd gleich. Dieser Befund spricht 
dafiir, daB eine Dehydrierung der Milchsdure durch das Methylenblau 
nicht stattgefunden hat. Hierfiir sprechen auch die folgenden von uns 
an der Skelettmuskulatur des Kaninchens angestellten Versuche 
(Tabelle V). Die Milchséurewerte mit und ohne Methylenblau sind in 
Sauerstoff und unter anaeroben Bedingungen gleich. Das Methylen- 
blau hat mithin die Milchséure nicht durch Dehydrierung verandert. 
Bildet man die Differenzen der einander entsprechenden Versuche mit 
und ohne Lactatzusatz, so ersieht man, daB diese Differenz bei Digestion 

' Hahn, Fischbach u. Niemer, Zeitschr. f. Biol. 94, 58, 1933; Hahn u. 


Fischbach, ebenda 95, 155, 1934. — * Hahn u. Dirr, ebenda 95, 298, 1934. 
* Hahn, Fischbach u. Haarmann, ebenda 88, 516, 1928. 
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des Gewebes kleiner geworden ist als in den direkten Versuchen. Be 
héherer Lactatkonzentration wird also der Milchséureschwund gréBe: 
was auch dann der Fall ist, wenn wie in Versuch 2 ohne Zusatz voi 
Monobromacetat eine Milchséurenachbildung auftritt. 


Tabelle V. Skelettmuskel (Kaninchen). 





Vakuum Oo 
Mileh- Differenz Mileh- Differenz 
siiure Milch- siure Milch- 
in mg-°/; siure in mg-°/9 siiure 
nrek DD i ers . 3R2 : > ; 
Direkter Versuch... . aie es 6 2 | gon Poi | 1641 
Pe ~ 1 Lactatzusatz. . . 982 | 2316 || 
VMI ie fo ee a Ges ec ie 680 1116: 1) 1326 
p + Lactatzusatz ...... —- 2442 =| y 
Monobromacetat ..... pe 298 \ 488 Pi. | 1305 
~ + Lactatzusatz .. . 786 | 2085 || 
0.4% Methylenblau......... 670 - 
0,4 %, * + Lactatzusatz . - 2469 
04% ” + Monobromacetat 285 | 768 
04% } ‘ 518 1326 
+ Lactatzusatz . . 803 2094 


Unsere Befunde haben Giiltigkeit nur fiir Organbrei. Ob auch im 
lebenden Organismus die Milchsaure nicht oxydativ abgebaut wird, 
ist damit nicht erwiesen. Es ist durchaus mit der Méglichkeit zu rechnen, 
daf hier die Verhaltnisse anders liegen. Es sei z. B. daran erinnert, dab 
nach den Untersuchungen von Hahn! eine Resynthese der Milchséure 
zu Kohlenhydrat nur in der intakten Muskelzelle stattfindet, nicht aber 
im Muskelbrei. Fiir die Beurteilung der Gewebsbreiversuche mu in 
Betracht gezogen werden, daB im allgemeinen bei der Zellzertriimmerung 
alle Abbauvorgange beschleunigt verlaufen, wodurch naturgemat} 
Vorginge entgegengesetzter Richtung tiberdeckt werden kénnen 
Zuckerbildung in Leberbrei, gesteigerte Sauerstoffatmung im Muskelbrei, 
gesteigerter autolytischer KiweiBabbau usw. 


Zusammenfassung. 

Unter SauerstoffabschluB und in Gegenwart von Sauerstoff ver- 
schwindet auf Zusatz von Lactat die gleiche Milchsauremenge im Gewebe. 
Die Milchsaéure kann also auch anaerob in gleichem Umfange abgebaut 
werden. 


' Hahn, Belmonte u. Niemer, Zeitschr. f. Biol. 91, 491, 1931: Hahn, 
Fischbach u. Niemer, ebenda 92, 535, 1932. 
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Zur Analyse des Cholesterins. 
Il. Mitteilung!. 
Von 
I. Lifsehiitz in Hamburg. 


(Eingegangen am 28. Oktober 1935.) 


I. AufsechlieBung des Cholesterindigitonids. 

Das in der J. Mitteilung niedergelegte Verfahren zur AufschlieBung 
des Cholesterindigitonids behufs Freilegung der Cholesterinkomponente 
beruht auf der Acetylierung des Komplexes und der partiellen Ver- 
seifung des dabei entstandenen Gemisches der acetylierten Spaltstiicke 
mit Natronlauge. So exakt das analytische Ergebnis dieses Verfahrens 
auch ist, so bedeutet es doch einen weiten Umweg, wobei man auberdem 
das teure Digitonin preisgeben mub. 

Viel einfacher gestaltet sich die AufschlieBung des Konplexes durch 
Kochung desselben mit Alkohol in Gegenwart von schwach alkalischen 
Salzen. Kocht man z. B. das Cholesterindigitonid mit einer alkoholischen 
Natriumacetatlésung, so ist der Cholesterinkomplex da er in Alkohol 
unléslich ist anfainglich im Gemisch nur suspendiert. Aber schon in 
wenigen Minuten fangt das Gemisch an sich aufzuhellen, so dab die 
beiden Komponenten das Cholesterin wie das Digitonin neben- 
einander als solche im heiBen Gemisch gelést enthalten sind. LaBt man 
aber erkalten, so scheiden sich diese Substanzen nicht als solehe, sondern 
als die urspriingliche Doppelverbindung wieder aus. Sorgt man jedoch 
dafiir, daB eine der Komponenten mit einem mit Alkohol mischbaren 
Lésungsmittel, in dem sie unléslich ist, aus dem heiben Gemisch nieder- 
geschlagen wird, wahrend die andere darin gelést bleibt, so gelingt die 
Trennung der beiden Komponenten vollstandig. 

Am geeignetsten hierfiir erweist sich Athylather, in dem das 
Cholesterin ja leicht léslich, das Digitonin und das Natr. acet. dagegen 
unléslich sind. Verdiinnt man daher das heibe Gemisch mit der fi 
diesen Zweck geniigenden Menge Ather, so fallt das Digitonin mitsamt 
dem Acetat aus, wahrend das Cholesterin im Ather-Alkohol in Lésung 
verbleibt. 

Orientierende Vorversuche nach dieser Richtung fiihrten zu 
folgendem Verfahren: 

Das Cholesterindigitonid fiir die folgenden Versuche wurde aus soge 
nanntem Cholesterin pur. des Handels, das gegen 10°, Metacholesterin 
enthielt 2, in iiblicher Weise hergestellt. Der Komplex enthielt weder freies 
Cholesterin noch iiberschiissiges Digitonin. 


1 I. Mitteilung: Zeitschr. f. physiol. Chem. LOL, S89ff., 1918. V 
diese Zeitschr. 280, 66ff., 1935. 
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0,5015 ¢ des silberglinzenden gut getrockneten Digitonids wurden mit 
5 g Natr. acet. krist. im Morser staubfein verrieben und in einen geraumigen 
Kolben gebracht. Die an den Wanden des GefaBes hangenden Reste de 
Gemisches wurden mit 50 cem 95 °,igen kochenden Alkohols nach und nac} 
in den Kolben gespiilt und 35 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht. Das 
heiBe Gemisch wurde mit 230 cem* Athylather vorsichtig verdiinnt, wobe 
das freigewordene Digitonin mitsamt dem Salz als weibes feines Pulver 
ausfiel. Nach dem Erkalten des Gemisches wurde es durch ein Doppelfilte 
ganz klar filtriert. Das Pulver wurde auf dem Filter mit Ather unte: 
haufigem vorsichtigem Durchmischen mit einem Hornspatel so lange ge 
waschen, bis weder der abflieBende Ather nach Verdunsten einer Probe in 
Reagensglas, noch eine Probe des Niederschlags auf Cholesterin reagierten 
Das Ather-Alkoholfiltrat wurde auf ein kleines Volumen eingeengt. 
der Rest in ein gewogenes Glasschailchen quantitativ gespiilt und aut 
dem Wasserbad bis zur Trockne eingedampft. Der trockene, auf dem 
Bade ungeschmolzene weibe Riickstand, mit etwas Ather iibergossen, lésté 
sich nicht restlos darin. Das in Ather Ungeléste konnte nur Natr. acetat sein, 
da es in Alkohol klar léslich war. Der Riickstand wurde daher nach 
Beseitigung des Athers in Alkohol gelést, im Scheidetrichter mit dem 
gleichen Volumen Wasser verdiinnt, zweimal ausgeathert, der Atherauszug 
mit Wasser gewaschen und durch ein Doppelfilter filtriert. Nach Beseitigung 
des Athers im genannten Schalchen betrug der glanzend kristallinische, 
vollig trockene Riickstand 0,124 g. Da Cholesterindigitonid bekanntlich 
24,3 °,, Cholesterin enthalt, so berechnet sich fiir die hier angewendete Menge 
des Komplexes das daraus abgespaltene Cholesterin zu 0,122 g, was mit det 
erhaltenen Zahl gut iibereinstimmt. 

Die von der letzten Ausatherung abgefallene Unterlauge hinterliel 
nach ihrer Eindampfung wenige Milligramm Natr. acet., das bei der Fallung 
des heiBen alkoholischen Spaltungsgemisches mit Ather in der groBen Menge 
Ather-Alkohol in Lésung verblieben war. 

Das aus dem Cholesterindigitonid auf diese Weise wiedergewonnene 
Cholesterin konnte mit dem urspriinglichen, fiir das Digitonid verwendeten 
Praiparat zweifelsfrei identifiziert werden. Weitere vier Operationen, mit 
je 0,50 g des Komplexes in genau derselben Weise quantitativ durchgefiihrt, 
ergaben: 


] 2 3 4 
0,1220 ¢ 0,1205 g 0,1240 g 0,1200 g 


an wiedergewonnenem Cholesterin. 

Der vom Cholesterin durch Ather vollig befreite Niederschlag des 
Spaltungsproduktes stellt ein feines, weiBes Pulver dar, das in Alkohol wie 
in Wasser vollig klar und restlos léslich ist und beim Schiitteln der wasserigen 
Lésung stark schaumt. Es enthalt lediglich neben dem Natr. acet. das 
gesamte Digitonin des restlos aufgeschlossenen Cholesterindigitonids. 


Il. Die Digitoninkomponente. 


Angesichts der Milde des Mediums, in dem die beschriebene Zerlegung 
des Komplexes vor sich ging, lieB sich wohl die Unveranderlichkeit auch 
des Digitonins von vornherein annehmen. Ist dies aber der Fall, so 


* Eine geringere Menge Ather fallt zwar das gesamte Digitonin, labBt 
aber eine erhebliche Menge des Salzes im Alkohol in Lésung. 
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miissen etwa 5g des vom Cholesterin durch Ather befreiten Nieder- 
schlags in alkoholischer Lésung mit einer Cholesterinlosung den 
Verhaltnissen des Spaltungsgemisches entsprechend — 0,454g der Doppel- 
verbindung wieder ergeben. Der folgende Versuch bestatigt dies: 

5,0 g des cholesterinfreien Niederschlags wurden in 100 cem 90° igem 
Alkohol und 0,15 g Cholesterin in 40 cem desselben Mittels kochend gelést, 
und die heiBen Lésungen miteinander vermischt. Schon in dem warmen 
Gemisch schied sich ein erheblicher Niederschlag von glinzenden Kristall- 
chen aus. Nach langerem Stehen bei Zimmertemperatur wurde der Nieder- 
schlag durch ein im Wageglischen gewogenes Filter filtriert und mit 90 °,igem 
Alkohol solange gewaschen, bis eine Probe des Waschalkohols auf Zusatz 
einer Digitoninlésung nach 5 bis 10 Minuten keine Triibung mehr gab, was 
die véllige Befreiung des Komplexes vom iiberschiissigen Cholesterin an- 
zeigte. Das Filter samt dem Niederschlag wurde auf einer Unterlage von 
FlieBpapier auf einer Tonplatte vom gr6éBten Teil des Alkohols befreit und 
im Wageglischen bei 105°C bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Der 
Niederschlag betrug dann 0,4485 g, was mit der oben vorausgesetzten Zahl 
fiir den wiederzugewinnenden Komplex gut iibereinstimmt. Demnach hat 
bei diesem Spaltungsverfahren nicht nur die Cholesterinkomponente, sondern 
auch das Digitonin keinerlei Veranderung erlitten. 

Das alkoholische Filtrat enthielt neben dem itiberschiissigen Cholesterin 
nur noch das gesamte Natriumacetat. 

Der mit Ather aus dem Spaltungsgemisch vom abgespaltenen 
Cholesterin befreite Niederschlag enthalt, wie ersichtlich, neben dem 
Salz die gesamte Digitoninkomponente des Komplexes in unveranderter 
Form und kann als solcher in alkoholischer Lésung als Reagens zur 
Fallung von Cholesterinstoffen aus ihren alkoholischen Lésungen ver- 
wendet werden. Der Salzgehalt tut der Brauchbarkeit der Lésung fiir 
diesen Zweck, wie obiger Versuch lehrt, durchaus keinen Abbruch, da das 
™ P e e os ° ‘ + e — . 
Natriumacetat darin sehr leicht léslich ist. Ubrigens kann das Digitonin 
durch fraktionierte Kristallisation aus Alkohol in fester Form wieder 
gewonnen werden. In stark konzentrierten Lésungen scheidet sich das 
Salz in langen Prismen aus, wihrend das Digitonin in der Mutterlauge 
gelést bleibt und mit Ather daraus ausgefallt werden kann. 











Bemerkungen zu I. Traubes Kritik! an unserer Arbeit 
iiber die Theorie der Narkose?. 
Von Kurt H. Meyer und H. Hemmi. 
(Eingegangen am 16, September 1935.) 


Die kiirzlich von J. Traube als ,,Erwiderung an Kurt Meyer ver6ffent- 
lichten kritischen Bemerkungen veranlassen uns zu folgenden’ kurzen 
Ausfiihrungen. 

Nach Traube sollen Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Pentan usw 
,nur submikronisch** in Wasser léslich sein. Dies ist unrichtig; vielmehi 
besitzen diese Stoffe eine genau definierte, von der Temperatur abhangige 
,normale’’ Léslichkeit in Wasser. Bei Anderung der Temperatur einer 
gesattigten L6sung im Sinne einer Verminderung der Léslichkeit  tritt 
Ubersaéttigung, darauf Bildung zunaichst von Submikronen, dann von 
Trépfchen auf, die sich schlieBlich zu einer zweiten Phase vereinigen. Wir 
zweifeln nicht daran, da T'raube und Mitarbeiter die Submikronen im 
iibersittigten Gebiet beobachtet haben. 

Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff usw. sollen ferner zwar nicht ober 
flachenaktiv, wohl aber stark grenzflachenaktiv sein. Auch dies ist un 
richtig: an allen Grenzflichen, an denen man die Grenzflichenaktivitat 
messen kann, d.h. an den Grenzflachen zwischen zwei fliissigen Phasen, 
erweisen sich Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Schwefelkohlenstoff usw 
als inaktiv. Sie reichern sich daher auch nicht an diesen Grenzflachen, 
die denen im Organismus vergleichbar sind, an, wie sich aus der Gibbsschen 
Gleichung ergibt. Es ist tibrigens auch nicht berechtigt, hier Rehbinder® 
zu zitieren, dessen Ergebnisse iiber Polaritaét und Grenzflachenaktivitat 
durchaus mit unseren ? 

Traube bemangelt weiter, daB wir die nicht narkotischen Salze von 


und denen von .Mattews und Stamm?® konform gehen. 


Fettsiuren und Arylsulfosiuren als grenzflachenaktiv bezeichnet haben. 
Wir halten unsere Auffassung durchaus aufrecht und bemerken, daB z. B. 
nonylsaures Natrium, Cetylsulfonsdiure, cetylschwefelsaures Natrium, di 
isopropylnaphthalinsulfosaures Natrium zu den am starksten grenzflachen- 
aktiven Substanzen gehoren. Traubes Bemerkungen erschiittern also nicht 
im mindesten unsere Feststellung, daB zwischen narkotischer Wirksamkeit 
und Grenzflaichenaktivitat keinerlei Zusammenhang besteht. 

Wir méchten weiter kurz auf die Reihe der Alkohole eingehen, die mit 
steigendem Molekulargewicht narkotischer werden, deren Wirksamkeit 
aber vom Dodecylalkohol an mit steigendem Molekulargewicht wieder 
abnimmt. Traube erklart dies folgendermaBen: ,,Je submikronischer der 
Alkohol wird, um so weniger wirkt derselbe.‘** Damit ist in keiner Weise 
das Maximum beim Undecylalkohol erklart, ganz abgesehen davon, dai 
man sich kaum vorstellen kann, was mit Trauwbes Ausdruck gemeint ist. 
Wir bleiben auch hier auf unserer Erklarung des Phainomens bestehen. 

In der Zusammenfassung endlich sagt Traube, daB die ,,Narkotica ais 
negative Katalysatoren hemmend auf die verschiedenartigsten Vorgange 
(Oxydationen, enzymatische, bioelektrische Vorgange usw. wirken‘‘. Diese 
Angabe steht in direktem Widerspruch zu der Tatsache, das Chloroform, 
Tetrachlorkohlenstoff, Toluol, Acetylen und viele andere typische Narkotica 
nicht Enzymwirkungen hemmen, worauf wir bereits nachdriicklich hin- 
gewiesen haben. Man kann daher auch nicht, wie 7'rawbe behauptet, die 
narkotische Wirksamkeit von Substanzen an ihrer hemmenden Wirkung 
auf Enzyme annahernd messen. 


! Diese Zeitschr. 279, 166, 1935. 2 Ebenda 277, 39, 1935. — *° Reh- 
binder, Zeitschr. f. physik. Chem. 129, 161, 1927. * Diese Zeitschr. 208, 


25, 1929. 5 J. Amer. chem. Soc. 46, 1071, 1924. 
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Krwiderung von I. Traube. 
(Eingegangen am 17. Oktober 1935.) 


Ich bedaure, den Ausfiihrungen Kurt Meyers nicht zustimmen zu konnen. 

1. Kurt Meyer ist der Ansicht, da Stoffe wie Chloroform, Tetra- 
chlorkohlenstoff, Pentan usw. in Wasser eine normale Léslichkeit haben 
und daB die zahlreichen Submikronen, welche von mir und meinen Sehiilern 
Klein und von Behren beobachtet wurden, sich auf iibersattigte Losungen 
beziehen. Diese Annahme ist nicht zutreffend. 

In homologen Reihen oberflachenaktiver Stoffe wie  Alkohole, 
Saéuren usw. gilt die nach mir benannte Regel, nach welcher die Ober- 
flachenaktivititen sich verhalten wie 1:3: 3°... angendhert bis zu einem 
bestimmten Gliede aufwarts, alsdann wird der Quotient allmahlich in zu 
nehmendem Mae kleiner als 3. Die Erklarung wurde durch die Feststellung 
gegeben, da in einer wasserigen Lésung von beispielsweise Octylalkohol 
Gleichgewichtszustande sich herausbilden zwischen molekular gelésten 
Teilchen und Submikronen, und da ein Submikron die Oberflachenspannung 
erheblich weniger beeinfluBt als die Summe der es bildenden Teilehen, so 
wurde die Verringerung des Quotienten leicht verstandlich. Wenn nun 
Stoffe, wie die Kohlenwasserstoffe, Halogenalkyle wie Tetrachlorkohlen- 
stoff usw. bei ihrer Lésung in Wasser, dessen Oberflichenspannung so gut 
wie gar nicht beeinflussen, so lag die Annahme nahe, daB es sich hier im 
wesentlichen oder ausschlieBlich um Loésungen kolloider Teilchen handelt, 
und diese Tatsache, welche experimentell von Trawbe und Klein bewiesen 
wurde, wird theoretisch leicht verstindlich, wenn man sich auf T'rawbes 
Standpunkt stellt, daB in Wasser geléste Stoffteilchen sich um so leichter zu 
Submikronen aggregieren, je geringer die Loéslichkeit bzw. Haftintensitat 
zum Wasser (van der Waals GréBe a) ist'. So zeigten T'raube und Klein ?, 
daB wasserige Losungen von Kohlenwasserstoffen wie Amylen, Benzol, 
und Halogenide wie Tetrachlorkohlenstoff, Perchlorathan usw., nicht nur 
starke T'yndall-Kegel ergaben, sondern auch im Ultramikroskop zeigten 
sich viele Hunderte schnell beweglicher Submikronen, die beim Chloroform 
auBerst klein bis 2300 geschatzt wurden und mit gréBter Geschwindigkeit 
an die Grenzfliche dahinschossen®. Es sei hier besonders auf das in der- 
selben Abhandlung geschilderte Trauwbe-Kleinsche Phinomen hingewiesen, 
da®B gerade bei derartigen Stoffen an den Grenzflachen (Ol/Wasser, Wasser 

Luft usw.) die Einzelteilchen sich unter Bildung einer Gibbsschen Schicht 
zu Submikronen aggregieren. 

2. Kurt Meyer bezweifelt die Grenzflachenaktivitat von Stoffen, wie 
Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Schwefelkohlenstoff usw. an den Grenz- 
flachen der fliissigen Phasen und beruft sich auf Abhandlungen, in denen 
ich vergeblich eine Bestitigung von Kurt \Jeyers Ansichten suchte. Dagegen 
verweise ich auf die Abhandlung von /.ehbinder und Okuneff *. 

In einer Arbeit, welche in den Transactions der Faraday Society 
erscheint, zeige ich (siehe auch die in meinem Laboratorium in Berlin aus- 


! J. Traube, Kolloidzeitschr. 32, 22, 1923. 2 Traube u. Klein, ebenda 
29, 236, 1921. —- * Dieselben, diese Zeitschr. 120, !116, 1921. 1 Rehbinder 


u. Okune/f, ebenda 180, 19, 1927; 180, 37, 1927; Traube, Arch. f. d. ges. 
Physiol. 218, 763, 1927. 
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gefiihrte Arbeit von Birutowitsch, Kolloidzeitschr. 44, 233, 1928 und Bu- 
diloff (Diplomarbeit Techn. Hochschule Berlin 1928), daB Halogenalkyle, 
wie Chloroform, ferner Schwefelkohlenstoff usw., an Grenzflaichen ver- 
schiedenster Art besonders stark adsorbiert werden. 

3. DaB hochmolekulare Alkalisalze, wie etwa Natriumoleat, cetylsulfon- 
saures und diisopropylnaphthalinsulfosaures Natrium stark grenzflichen- 
aktiv sind, wird niemand bezweifeln, wohl aber, daB buttersaures oder 
valeriansaures Natrium oberflichenaktiv sind. Oberflaichenaktiv sind die 
Sauren im Gegensatz zu den Salzen}. 

Die Oberflichenspannungen einer 2,5 °% igen Lésung von Isovalerian- 
saure, isovaleriansaurem Natrium und Wasser verhalten sich wie 35,6 
: 70,1: 73,0. 

4. Ich verweise hier auf meine Ausfiihrungen zu 1. 

5. Fiir mich wiirde die stufenweise verschiedene Wirkung der Narkotica 
ein Ratsel bleiben, wenn ich den Standpunkt fallen lassen wiirde, der ins- 
besondere in meiner Abhandlung iiber die Theorie der Narkose (Arch. f. d. 
ges. Physiol. 153, 276, 1913) im Anschlu8 an die Arbeiten von Verworn, 
Warburg, Vernon, Battelli und Stern usw. ausfiihrlich behandelt wurde, nach 
welcher die Narkotica im wesentlichen als negative Katalysatoren wirken, 
indem sie die verschiedenartigsten Vorginge (Oxydationen, enzymatische, 
bioelektrische usw. Vorgiinge) entsprechend ihrer narkotischen Wirkung 
herabdriicken. Da® sie ausschlieBlich enzymatisch wirken, wurde nicht 
behauptet. 


! Traube, Liebigs Ann. 265, 30; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 48, 948, 1915. 
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Schlubwort 


von 
Kurt H. Meyer. 


(Eingegangen am 26. Oktober 1935.) 


In dem mir von der Redaktion gewahrten SchluBwort méchte ich mich 
darauf beschrinken, folgende experimentelle Tatsachen zu berichten, die 
unseren Standpunkt stiitzen und die jeder Fachgenosse leicht nachpriifen 
kann. 

1. Chloroform in Wasser gelést zeigt eine normale Gefrierpunkts- 
erniedrigung (Molekulargewicht 129,5). 

6 g CHCl, in 1000g H,O: AT = 0,093°; M gef. 120, 
10,05 g¢* CHCl, ,, 1000¢ H,O: AT O,150°; My, 125. 


Danach ist Chloreform bis zur Sattigungskonzentration in Wasser nicht 
assoziiert, sondern molekular gelést. Keinesfalls kann demnach geléstes 
Chloroform den von T'raube beobachteten T yndall-Eftekt hervorgebracht 
haben. 

2. Wenn man Wasser, das vielfach filtriert ist, mit einer Lésung von 
Chloroform in Wasser (das Chloroform mu vollkommen fettfrei und mehr- 
fach filtriert sein) im T'yndall-Licht vergleicht, so findet man nicht den 
geringsten Unterschied. Dagegen beobachtet man beim Zufiigen des Chloro- 
forms zundchst einen Effekt durch submikroskopische Luftblaschen, die 
sehr langsam an die Oberfliche steigen. Dieses Phainomen verschwindet 
nach mehreren Stunden. 

3. Jede Modifikation der Grenzflachenspannung auBert sich bekannt- 
lich in einer Anderung des scheinbaren Tropfengewichts '. Zur quantitativen 
Bestimmung laBt man Wasser aus einer Biirette in die zweite Fliissigkeit 
flieBen und bestimmt die Tropfenzahl pro cem. Das gefundene Volumen 
multipliziert man mit der scheinbaren Dichte, um das Tropfengewicht zu 
erhalten, das der Grenzflichenspannung proportional ist. Wir verglichen 
die Tropfengewichte von Wasser in Benzol und von gesattigter wasseriger 
Chloroformlésung in Benzol miteinander. 


1 Tropfen Wasser 0,157 eem; scheinbare Dichte in Benzol bei 20° 
0,998 0,879 0,119. Scheinbares Tropfengewicht 0.0188. 
1 Tropfen gesittigter Lésung 0,153 eem; scheinbare Dichte 1,002 


— 0,879 0,123. Scheinbares Tropfengewicht 7,788. 

Da die Tropfengewichte gleich sind, miissen auch die Grenzflachen- 
spannungen einander gleichen: Chloroform andert also diese Grenzflachen- 
spannung nicht und reichert sich, wie die Gibbssche Gleichung besagt, 
nicht an dieser Grenzflache an. 

Analoge Ergebnisse erhalt man mit CCl, usw., sowie mit Systermen wie 
Wasser—Ol, Wasser—Amylalkohol usw. 

Ich beabsichtige nicht, die Diskussion fortzusetzen. 


* Bei 0° gesattigte Lésung. 1 Literatur siehe u. a. Freundlich, 
Kapillarchemie, 4. Aufl. I, 116, 1930. 
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